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1. I N L E I D I N G. 
================= 
1.1. A L G E M E E N. 
1.1.1. AANLEIDING TOT HET ONDERZOEK. 
Het voor.gelegd' .. ~rerk dient gezien te worden als onderdeel 
van een me~r uitgebreid opzoekingsprojekt. Dit projekt beoogt 
de studie van de chemische en molekulair-biologische mechanis-
men, die oen rol spelen bij de differentiatie van de levende 
cel. 
Het studieobjekt, dat door onze onderzoeksgroep werd ver-
kozen, is het celstrekkingsproces in kiemende zaden, als ver-
eenvoudigd voorbeeld van celdifferentiatie. 
Het epicotyl van het kiemstengeltje groeit zeer sterk ge-
durende de eerste dagen van de kieming, vooral bij etiolatie. 
De groei gebeurt uitsluitend door strekking. Er grijpen geen 
celdelingen plaats. 
Tijdens voorafgaand onderzoek werd onder andere de nukle-
otide-samenstelling nagegaan van ribonukleinezuurfrakties, afge-
zonderd uit het stengeltje in verschillende stadia van de ont-
wikkeling. Deze nukleinezuren werden volgens fysische en che-
mische methoden gefraktioneerd, en vervolgens werd de verhou-
ding v~n de 4 nuklcotiden bepaald. 
In aansluiting op dit onderzoek, werden vrije nukleotiden 
en prekursoren opgezccht in extrakten van kiemstengeltjes. 
Mierbij werden een aantal produkten ontdekt, die in hun fysico-
chemische eigenschappen sterke overeenkomst vertonen met nu-
kleinezuar-komponenten. Het voorkomen van deze produkten was 
nog niet eerder vermeld geworden in de literatuur. 
Het bleek weldra dat deze produkten een heterocyklische 
kern bevatten en gelijktijdig een a-aminozuur karakter verto-
nen. De koncentratie van deze produkten ondergaat een bepaal-
de evolutie · tijdens de ontwikkeling van het embryo. Het was 
dan ook belangrijk, in het kader van het geplande onderzoek 
deze produkten nader te bestuderen. 
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Voor twee dezer produkten kunnen wij thans een struktuur-
bewijs voorleggen, voor een derde produkt hebben ~·i3 de id~ntiteit 
"".nngetoond. ·.:'t"'_et een·· reeds bcschrovcm, zcldza~n voorkomençl,nat.uurpro-
duld::. T~·rcc nndor~ nrodu1.:t~n Porden niet be~prokcn. 
Deze produkten horen thuis in de zeer Komplexe groep van de 
niet-proteïne aminozuren. Wij geven eerst een kort overzicht 
van een aantal vertegenwoordigers van deze groep (sektie 2}, 
"'aarbij onze aandacht vooral rJnat naar die produkten die ook 
een heterocyklische kern bevatten. 
Een kort overzicht van deze zeer grote groep is uiteraard 
onvolledig 1 voor meer volledige gegevens verwijzen 'ilij naar 
è.e overziehtsartikels van Fm•1DEN ( 1964 en 1967} me t respek-
tievelijk 235 en lOB referenties, TSCHIERSCH (1963} met 842 
referenties en het boek van GREENSTEIN (1961) met 775 referen-
ties over niet-proteïne aminozuren. Bij LARSEN en SORENSEN 
(1967), BEEIKI (1968}, FPISCH en medewerkers (1967}, F0~1DEN en 
SMITH (1968) vindt men de meest recente gegevens. 
1.1.2. PROBLEEHSTELLING. 
Door BROWN (1962) werden de vrije nukleotiden en nuk1e-
osiden van droge e~·rten (Pisum sativurn L. var. Meteor) onder-
zocht. Naast de ge'l.*rone nuklectiden en nukleosidcn, bou\-Jstenen 
van de nukleinezuren, vond BROWN ook 15 onbekende UV-1ichtab-
sorberende produkten. Hij vermeldde de karakteristieken van de 
uv-spektrn. Enkele hiervan werden later geïdentificeerd als 
uridine-difosfo-fruktose (BROWN en ~L~NGAT, 1967) en andere 
uridine-difosfo-suikers (HN1PE en GONZALEZ, 1967). In een la-
ter onderzoek, op gekiemde erwten, vonden BROvrn en SILVEP 
(1966) noq een nieuw produkt, dit bleek een 5-peptidyl-uracil 
te zijn. 
Door een andere auteur werden, in gekiemde zaden, andere 
onbekende produkten aangetroffen, die niet aanwezig zijn in 
droge zaden (VITEK, 1964). 
- 3 -
Enkele auteurs beschreven een nukleo-peptide, geisoleerd 
uit erwtenkiemplantjes, dat in zijn uv-absorptiespektrurn ver-
schillend is van het door BRO~m en SILVER geisoleerde produkt. 
Ze konden het nukleotide gedeelte niet karakteriseren (SI~U\KOVA 
en SISAKYAN, 1965). 
Uit kiemplaten van Pisurn sativQm r.. isoleerden HUANG en 
BONNER (1965) het nukleo-histon kemplex ; hierin vonden deze 
auteurs een ribcnukl~inezuur wnnrin grote koncentraties (27 %) 
van een onbekend nukleotide voorkomen. Dit nukleotide zou een 
dihydro-uridylzuurderivaat kunnen zijn en het zou de binding 
vormen tussen het ribonukleinezuur en de histonen. Volgens 
J ANION en SHUGAR (1967) is dit uridylzuurdorivaat een artefact, 
ontstaan tijdens de isolatie (zie sektie 1.4.). De juiste struk-
tuur van de arn.inozuur-uracil-binding blijft nog onopgehelderd. 
In het werk van VAN PARIJS (1965) werden vijf ongekende 
UV-absorberende produkten beschreven, geisoleerd uit erwtenkiem-
planten (Pisum sativum L. var. Rondo). Slechts van één dezer 
produkten (C3) vertoont het uv-absorptiespektrum gelijkenis met 
het spektrum van een der engeidentificeerde produkten van BRONN. 
Voornamelijk op basis van è.e spektralc gegevens, en een aantal 
andere eigenschappen, bepaald op kleine hoeveelheden van de ver-
schillende komponenten, k\•Tam VAN PARIJS tot een voorlopige struk-
tuur voor de vier andere komponenten, die allen })cte:J;::oc~r};;lj,schc 
~~inozuren bleken te zijn. Deze struktuur zou dienen als 
werkhypothese voor verder onderzoek. De metabolische relatie 
tussen deze lwtcrccyJ:lische <1.m inozuren en de produkten beschre-
ven door andere auteurs (BONNER, J ANION en SHUGAR, BROvnJ en SIL-
VER) kan slechts gezocht worden na volledige opheldering van de 
chemische struktuur. 
Door gebruik te maken van andere isolatiemethoden, hebben 
wij thans kunnen beschikken over grotere hoeveelheden produkt. 
Hierdoor hebben wij ook de meer klass~eke chemische methoden 
voor struktuuronderzoek kunnen aanwenden. ··- ...... 
In de volgende hoofdstukken zullen wij deze isolatiemetho-
den beschrijven en de experimenten bespreken die heb~en geleid 
tot de definitieve struktuur van de onderzochte produkten. 
.., T · ·· • .., 
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1,2, V 0 0 R K 0 M E N V A N N I E T - P R 0 -
T E I N E A M I N 0 Z U R E N, 
1, 2 • 1, 1\LGEt-~EEN • 
In de bestaande organismen komen steeds dezelfde 20 amino-
zuren voor als bou"t-rstenen van makromolekulen. Naast deze amino-
zuren die in de eiw~tten voorkomen, worden dikwijls andere amino-
zuren gevonden, die zelden of nooit ingebouwdworden in makromole-
kulen. Deze produkten worden niet-proteine aminozuren genoemd. 
De hogere planten vertonen een groter verscheidenheid in 
niet-proteine aminozuren dan de dieren. In bepaalde plantensoor-
ten komen onwaarschijnlijk hoge koncentraties voor van één enkel 
of van een klein .aantal niet-proteine aminozuren, Hun scheikun-
dige struktuur vertoont een zeer grote variatie, en hun voorko-
men is dikwijls beperkt tot één enkele familie of zelfs tot een 
klein aantal soorten, Het aantal is dan ook groot : FOWDEN (1964) 
gaf een overzicht van ongeveer 150 dergelijke aminozuren, Elk 
jaar worden meerdere dezer stoffen bij ontdekt, 
Er worden slechts 4 gevallen gemeld waar de niet-proteine 
aminozuren misschien voorkomen in proteinen. De funktie van deze 
produkten is weinig duidelijk, Hun verspreiding is zo wisselvallig~ 
dat he t bijna onmogelijk is, dat ze een identieke rol zouden ver-
vullen in he t intermediair me tabolisme, Uitzondering dient ge-
maakt voor bvb, hornoserine, a-amino-anipinezuur en pipecolinezuur, 
die intermediairen zijn in het metabolisme van de proteine amino-
zuren. 
Heestal wordt een eerder vage funktie als reserve- of trans-
portvorm van stikstof verondersteld, 
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1. 2 • 2. NIET-PROTEINE .Al1INOZUREN IN DIEREN. 
Niet-prote!ne aminozuren komen in hogere dieren niet voor 
in grote verscheidenheid noch in hoge koncentraties. De best ge-
kende en Hellicht ook c1.e belangrijkste zijn de reeks ge!odeeràe 
aminozuren, die voorkomen in de schildklier van zoogdieren. Deze 
aminozuren hebben een min of meer uitgesproken hormonale ~rerking 1 
he t zijn mono- en diïodotyrosinc, tyrosine, triïodo-tyronine en 
iodohistidine (TSCEIERSCH en HOTIIES, 1963) ~ 
Ornitine en citrulline komen ook niet voor in de gewone 
proteïnen, deze aminozuren zijn intermediairen bij de synthese 
van ureQm. Ze komen voor bij de ureum-producerende hogere dieren 
(HJ\HLER en CO!~DES, 1968) • 
Uit elastine van runeleren \•Terden twee zeer afwijkende amino-
zuren geïsoleerd : desrnasine en isodesmosine. Beide zijn nor-
leucine è..erivaten, gesubstitueerd met een pyridinium kern, die 
op zijn beurt gesubstitu~erd is op 3 plaatsen met alifatische 
aminozuren (Formule 1) • 
De pyri~inium kern .komt niet voor bij annere aminozuren en 
zou verantwoordelijk zijn voor de vertakking van de elastine-
ketens (THOHJ.. S en medewerke rs, 1963). Uit celkulturen van kippen-
embryo '\.IJerë'. 3 ,4-dihydroxyfenylalanine geïsoleerd (J:CLLINEK en 
medewerkers, 1968) 1 dihydroxyfenylalaninen komen verspreid voor 
bij planten. 
COOH 
' /CH- (CH 2 ) k-
NH 2 
(CH2 )b-yH-COOH 
UH 2 
- ( CH ) -CH -COOl-I 2 rn 1 
N+ 
I (CH 2 ) 4 -CH-COOH I 
NH 2 
desmosine 
Formule 1 
NH 2 
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NH -C-NH-CH -CH -CH -cH-COOH 2 rl 2 2 2 1 
NH NH 
O.ctopine 
I 
CH 3-CH-COOH 
Formule 2 
Octopine (Formule 2) is een belangrijk aminozuur bij de 
inktvis (Pecten rnagellanicus). Het is een kondensatie-produkt 
van arginine en pyrodruivenzuur · (~-100HE eh lhriLSON1 1937}. Het 
rn7tabolisme van dit produkt werè. opgehelderd door THVAI en R.O-
BIN (1961.} t zijn betekenis is t e vergelijken met de vorming 
van melkzuur bij anaërobe spierkontraktie v~n gewervelde dieren. 
1, 2 ~ 3 • N;I:ET•P~OTEINE AlUNOZUREN ~N HIKROORG.nNISMEN • 
B.:1kteriële antibiotica en andere toxinen, opgebou,..rd a ls 
kleine pepti~en, bevatten soms ongewone aminozuren als bouwstenen. 
Circuline, hèt antibioticQm van Bacillus circulans, is een 
oirkulair peptide : het bevat aiY~~iaminoboterzuur• Dit komt 
ook voor in andere bakteri~le antibiotidn (PETERSON en REINE.KE 1 
1949). 
Het antibioticum Staphylomyc.lhé bevat een bepàalde faktor S 1 
die opgebouwd is a ls een hexapeptide , De 6 bouwstenen zijn ach-
tereenvolgens t threonine, a-amine-boterzuur, proline, N-metyl-
fenylalanine., 4-oxo-pipecolinezuur en fenylglycine. De rnolekule 
is cirkelvormig door een l aktonbrug tussen threonine en fenyl-
glycine (VJ\NDERH.A.EGHEN en PAmmNTIER;, 1 960} • 
Azaserine, N2•cH-CO-CH 2 -CHNH2-cooH, knn geisoleerd. worden 
Uit kulturen van Streptomyces, Het remt de groei van tumoren, 
~raar . het è.e synthese v.:~.n purinen specifiek remt. A.zaserine is 
een kompetitieve inhibitor van reakties waar de amièe-groep van 
g lutamine ingebou\rrd vrordt (GOLDTin1!.A.IT, 1 9 56). Azaserine inhi-
beert ook de synthe se van thymine nukleotiden (Sl\RT0RELLI en 
BOATH, 1 967}. 
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Uit kulturen van andere Steptornyces stammen kan a,a'-di-
amino-barnsteenzuur geïsoleerd worden (TSCHIERSCH en MOTHES, 
1963) 0 
!!et fytotoxine van Pseudomonas tabaci bevat e-hydroxy-E-
arninopi..rnelinezuur. Het aktief toxine is het lakton van a-lactyl-
amino-S-hydroxy-E-aminopirnelinezuur (WOOLLEY en medewerkers, 
1955) (Form~l~ 3). 
0 
~ 
" 
0 
H 
Formule 3 
De tox inen van zwammen bevatten ook soms niet-proteïne 
aminozuren. Phalloidine, het toxine van Amanita phalloides, is 
ee n heptapeptide, één der bou'ltrstenen is y 1 ö-dihydroxyleucine 
(Formule 4) (TSCHIEFSCH en r"-oTHES, 196 3) 
OH 
I 
HO-CH 2-?-cn2-?H-COOH 
CH 3 NH 2 
Formule 4 
Tenslotte bevatten sommige Actinomycines N-rnothylvaline 
cm y-oxoproline als aminozuur (BROCI<Hl\NN e n HANEGOLD, 1948). 
1.2.3. NIET-PROTEINE AMINOZUREN IN PLANTEN. 
Veel planten bevatten opvallend hoge koncentraties vrije 
~inozuren, opgelost in het ce lsap, in zaden tot 4 % van de 
èroge stof (BELL, 1 9G2a). De samenste lling van deze aminozuur 
voor 
"pool" is soms kcmmcrkendVverschillende groepen planten. Varia-
ties binnen deze groepen laten soms toe kleinere ondergroepen 
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te onderscheiden. Dit is zeer belangrijk voor de taxonomie 
{BIRDSONG en medewerkers, 1060). ~1eerdere laboratoria onder-
zoeken thans systematisch de samenstelling van de aminozuur 
"pool" van grote teeksen plantensoorten. Hierbij worden re-
gelmatig nieuwe niet-proteïne aminozuren gevonden. Jaarlijks 
vlo r den een tiental dergelijke 1 niem'l!e proè.ukten beschreven. 
Door de studie van deze produkten, kan men soms een beter 
inzicht krijgen in de evolutieve verwantschap v~n de verschil-
lende soorten planten. Immers he t voorkomen van bepaalde meta-
bolieten o.uidt op de aammzigheid van een \'lelbepaald gen. In 
de veronderstelling dat een niet-proteïne aminozuur niet es-
sentieel is voor de levenskansen van een plant, zullen de genen, 
d ie de vorming ervan bepalen, vrij kunnen muteren. Het al of 
niet aan\'Jezig zijn van dergelijke aminozuren kan dus een welis-
waar onrechtstreekse maar ohj ektieve maatstaf zijn voor de ver-
wantschap ·tussen de soorten. Inderdaad , bij toedienen van 14co2 
worël.en de proteïne-aminozuren sneller gemerkt dan de andere : 
dit zou er op wijzen dat de niet-proteïne aminozuren sekundaire 
produkten zijn in het metabolisme {FOV.7DEN 1 196 7) • 
BELL (1 S62a) bestudeerde semikt<!antitatie f het voorkomen 
van lathyrine, arginine en 11 andere produkten in 49 species 
van het genus Lathyrus. De 11 onbekende produkten reageerden 
met ~inhydrine, enkele wer~en naderhand geïdentificeerd als ami-
nozuren {homoarginine) {BELL, 1 9 62~ ) of gesubstitueerde aminozu-
ren ~S-(y-glutamylamino)-propionitri~q. Bijna alle onderzochte 
species bevatten 2,3 of 4 van deze prod~~tcn in koncentraties 
van ongeveer 1 % van de dr oge stof. Daarbij \'JélS de ge zamenlijke 
koncentratie aan vrije aminozuren dezelfde in de verschillende 
species. 
~-:m de hand van hun resultaten kunnen BELL en TIRU1ANNA 
(1 965) de onderzochte La.thyrussoorten in 5 groepen ind.elen. Deze 
indeling komt goed overeen met de indeling gebaseerd op cyto-
l ogische studies en klassieke taxonomische kriteria • 
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Een gelijkaardig onderzoek op 64 Vicia species, bracht 
zeer analoge resultaten aan het licht (BELLen TIRIMANNA, 1963al. 
Hier Herden hoge koncentraties gevonden van arginine, glutrunine-
zuur, asparaginezuur, naast canavanine (Formule 5) en y-hydro-
xyarginine en de neurotoxische stoffen e-cyano-alanine (Formule 6) 
en y-glutamyl-e-cyanoalanine (BELLen TIRIMANNA, 1963b ). 
NH'-C-NH-0-CE -CH -CH -CH-COOH 
H N/ 2 2 2 I 
2 ~2 
Formule 5 
NC-CH2 -CH-COOI-I I NH 2 
Formule 6 
De indeling van het genus Vici~ in groepen species, vol-
gens de samenstelling van de aminozuur "pool", komt min-
der goed overeen met de cytotaxonomische inde ling van het genus. 
Deze bevindingen van BELL en TIRirmtmA werden in grote lijnèn 
bevestigè. door TSCHIERSCH en HANELT (1967). 
DUNNILL en FO~TDEN (1967) onderzochten 120 species van het 
genus Astragalus. Ze kwamen tot eon volle~ige bevestiging van de 
reeds bestaande indeling van het genus. De meest kenmerkende 
aminozuren waren hier y- on o-hyëroxynorvaline (Formule 7) en de 
y-glutarnyl-dipeptiden van fenylalnnine, tyrosine en S-rnethyl-
cyste!ne, naast vrij S-methylcyste!ne. Canavanine komt ook bij 
andere genera van ~e su!) fa.J'!I.ilie Papilionoideao veelvuldi g voor 
(TURNER en HAPBORNE 1 1967). 
SENEVIP..ATNE en Fm•JDEN (1968) gaven een overzicht van het 
voorkomen van 15 aMinozuren in 40 species van het genus l'.cacin. 
Onderscheid kan gemaakt '1.-mrden tussen de ar.ünozuur-samenstelling 
van verschillende subgenera. Bepaalde subgenera vertonen een 
zeer konstant aminozuur-patroon, dat scherp af'!ilijkt van de an-
dere subgenera, andere groepen zijn minècr scherp afgelijnd en 
minè.er homogeen. 
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Formule 7 
Veel voorkomende aminozuren zijn pipecolinezuur en 4-, 
en 5-0H-pipeçolinezuur. Ze worden ook in andere plantenfamilies 
aangetroffen. Een aantal S-bevattende aminozuren zoals djenkol-
zuur (Formule 8) en een S-tal derivaten, waaronder het y-gluta-
myl derivaat, van dit zuur komen ook regelmatig voor. 
S-CH -CH-COOH 2 I I NH2 
CH 
I 
2 NH 
I 2 
S-CH2-CH-COOH 
Formule 8 
Hun voorkomen is niet beperkt tot het genus Acacia ; ze 
zijn verspreid in de ganse Himosace ae familie (.GMELIN, 1962). 
NH -CO-NH-CH -CH-COOH 2 2 1 
NH 2 
Formule 9 
Formule 9 Albizziine <e-urcido-alanine)"J R:omt in veel Acacia-soorten 
in hoge koncentratie s voor 1 soms samen me t t•Jillardiine (1-alanyl-
uracil) (Formule 10) \-Jaarvan he t "''aarschijnlijk een prekursor 
is (GHELIN, 1959 ) ; beide behorep t o:t de groep van de a-gesub-
stitueerde ~laninen, 
0 
I 
CH 2-cH-COOH I 
NH 2 
Formule 10 
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Canavanine (Formule 5) of a-arnino-ê-guanidino-boterzuur 
werd reeds door BELL (195R) kwantitatief bepaald in een aantal 
Papilionoideae. In de zaden waar canavanine aanwezig is schom-
melt de koncentratie tussen 0 1 7 en 3,8 % van de droge stof. 
Door verschillende auteurs (zie overzicht TURNER en HAR-
BORNE, 1967) \17erden zaden van 540 soorten Leguminosen en van 
97 andere plantenfamilies onderzocht op het voorkomen van cana-
vanine als vrij aminozuur. Alleen in de onderfaMilie Papilionoi-
deae kwam dit aminozuur voor in 60 % van de onderzochte species 
en in 35 % van de onderzochte genera• 
Deze uiteraard onvolledige gegevens bewijzen voldoende 
het specifiek karakter van de aminozuur "pool" in rijpe zadén. 
Zeer weinig gegevens zijn voorhanden _over de evolutie van 
die aminozuur "pool" enerzijds bij het rijpingsproées van het 
zaad, anderzijds bij de onbTikkeling van het embryo. 
De kencentratie van bepaalde niet-proteïne áminozurcn 
kan zeer sterk variëren in de verschillende organen of in ver-
schillende ontwikkelingsstadia van de plant. Een aantal van de 
hoger genoemde aminozuren zoals canavanine, komen voornamelijk 
' 
voor in de zaden. Enkele dagen na het begin van de kieming 
daalt hun koncentratie zeer snel. 
Een aantal S-gesubstitueerde cysteine derivaten, komen 
vooral in de fnm.ilie der Liliaceae veelvuldig voer. Ze \ITOrden 
in grqte koncentraties aange troffen ih r e serveorqanen (FOTtJDEN, 
1965). 
De meest voor de hand liggende rol die aan deze produkten 
kan toegeschreven worden, is deze van een snel mobiliseerbare 
reserve aan N of s. 
Enkele ~ndere niet•prctetne nminózurên integendee l, komen 
niet voor in droge zaden, doch tororden gevormd tijdens de kieming. 
zo- vindt men in kiempl~ntje~ ~an bepaalde cucurbitaceae hoge 
koncentraties N-4-ethyl asparagine (Formule 11), terwijl in de 
d:toge zaden dit aminözuur niet kah aangetoond \40rden, He tzelfde 
geldt voor y-methyleenglutamine in aardnoot, en hornoserine in 
de ert.Jt (VIRTANEN en medet-!erkers, 1953). Door BRONU en SILVER 
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"t>~Terd in _kiemplanten van Pisurn sativum 5-peptiqyJ.-ur...ac-il -· a-a-ng-e-" · 
toond. Dit laatste produkt komt evenmin voor in droge zaden. 
cn3-cH2-NH-CO-CH 2-fH-COOH 
NH 2 
Formule 11 
Meer gedetailleerde studies over de evolutie van de vrije 
~minozuren bij de zaadvorming van Pisurn sativurn L. werden uitge-
voerd door KASPEF.EK (1964) en GOA.S (1966). Een analoog onderzoek 
Herd door FLINN en PATE (1 968) uitgevoerd op Pisurn arvense L, 
In Pisum sativum L,werd voor~l de evolutie van homoserine 
nagega~n. Tijdens de vegetatieve groei evolueren de homoserine 
koncentra ties tussen o,l en 0 1 3 % van de droge stof volgens 
KASPEPEK, Volgens GOAS is de koncentratie 0 1 45 % van de droge 
stof in de stengels en 0 1 2 _% in de bladeren, 
Tijdens de bloei stij gt het hornoserine gehalte in de sten-
gels tot 1 % ; in de b loeme n komen zeer hoge koncentratics voor 
2 % tot 2,7 %1 in de bloe~steel 3,8 %, De hoogste koncentraties 
komen voor in de zaadaanleg nl. 6 % van de droge stof. In dit 
stadium is het totaal gehalte aan vrije aminozuren ongeveer 
15% v3n de droge stof. (GOAS), Tijdens de rijping van het zaad 
daalt de koncentratie hornoserine zeer vlug, om volledig te ver-
d\'lijnen in het rijpe zaad, 
In het rijpe zaad \'Tordt arginine het voornaamste vrij amino-
zuur. GOAS vermeldt g~en o-acetyl hornoserine of heterocyklische 
aminozuren in Pisum sativurn L. FLINN en PATE vinden hoge kon-
centraties 0-acetylhornoserine, in de eerste stadia van de zaad-
vorming in Pisurn a rvense L. ; dit verdt-Tijnt eveneens volledig 
bij de rij'Ping. Dezelfde auteurs vinden naast arginine ook een 
hoog gehalte aan ~sparagine in de rijpe zaden. 
BP.O~'JN en SILVER ( 1966) isoleerden uit 6 dagen oude kiemen 
van Pisurn sativurn L. 5-alanyl-uracil ; het ma.::,kt deel uit van 
een kort peptide. Het uitzondering van BRm".TN en SILVER maakten 
vcorgaanc!e auteurs CJeen melding van heterocyklische .aminozuren. 
----·-- -·~ 
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1,2,5, ROL VAN NIET-PROTEINE AMINOZUREN, 
De koncentratie van veel niet-prote!ne aminozuren in plan-
ten, vertoont e €n evolutie die op zichzelf reeds een mogelijke 
rol voor èeze aminozuren impliceert. Dikwijls vertonen deze 
aminozuren, die opgestapeld worden in de za~en (bvb, de legumino-
sen) een hoger N-gehalte dan proteïnen, hun koncentratie daalt 
in de eerste stadia van de kieming, Het lijkt logisch te veron-
derstellen dat deze produkten een N-reservemateriaal vormen, 
dat gemakkelijk kan gemobiliseerd vrorden door de kiem. De kon-
centratie daling wordt versneld door het licht (VIRTANEN en 
medewerkers, 1953), 
Bij de Liliaceae komen vooral S-houdende aminozuren voor, 
vooral S-gesubstitueerde cysteïnen. Deze produkten worden opge-
stapeld in de reserveorganen, waar ze blijkbaar een S-reserve 
vormen, beschikbaar voor. een volgende groeicyklus (FOl~DEN, 1965). 
Andere niet-proteïne aminozuren komen alleen voor in de 
vegetatieve delen van de plant en niet in de zaden, bvb. N-ethyl-
asparagine in Ecballium elaterium Rich., y-methyleenglutamine 
in ._Arachis hypogea L. en homoserine en acetylhornoserine in Pi-. 
sum, '" :óèze· ·produkten spelen vraarschijnlijk een zeer belangrijke 
rol in het transport en het metabolisme van N, Homoserinc speelt 
een belangrijke rol in het intermediair metabolisme van de amino-
zuren, Het wordt gevormd uitgaande van asparaginezuur en is een 
prekursor in de vorrrting van ç:ysteïne, threonine, methionine, 
serine en glycine, 
Na toedienen van 14c gemerkte metabolieten aan 2 dagen 
oude er,-Ttenkiemen, ·VIordt het homoserine zeel:l vlug radioaktief 1 
na 24 u bevat homoserine de meeste aktiviteit, Dit duidt vol-
doende op een zeer aktief metabolisme (LARSEN en BEEVERS, 1965), 
De metabolische rol van het 5-peptidyl uracil, is niet 
gekend, De synthese ervan vmrdt gestimuleerd door 5'guanylzuur 
'YTaarmee het geen scheikundige . verwantschap vertoont. 
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1. 2 • 6. MOLEKULAIR BIOLOGISCHE l\SPEKTEN VAN NIET-PRO-
TEINE ArUNOZUREN. · 
pe niet-proteïne aminozuren vertonen een zeer grote ver-
scheidènheid in scheikundige struktuur. Ze zijn soms te ver-
gelijken· met de gewone ar.ünozuren '>Iaarmee ze een homologie 1 
analogie of een isomerie vertonen. 
Bakteriële enzymep kunnen bvb. geen onderscheid maken tus-
sen canavanine en arginine of tussen azetidine-2-carbonzuur en 
proline. Canavanine en azetidine-2-~arbonzuur kunnen ingebouv7d 
worden ~n bakteriële proteïnen, ter vervanging van arginine 
respektievelijk proline (RICHH.OND, 1962). 
H2 
H-COOH 
azetidine-2-carbonzuur proline 
canavanine arginine 
L-azetidine-2-carbonzuur, toegediend aan kiemplantjes van 
Phaseolus inhibeert de groei ; de letale koncentratie is onge~ 
0,08 mg per kiemplant. Toedienen van L-proline heft de inhibitie 
op in evenrediqheid met de toegediende hoeveelheid. De hogere 
homoloog van proline, pipecolinezuur, heeft een veel kleiner 
inhiberende 't-7erking (FONDEN, ·1963). 
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Door PETERSON en FOWDEN (1963) werd kwantitatief de akti-
vering van L-prolinc en L-azetidine-2-carbonzuur door enzympre-
paraten afkomstig van Lequrninoseae en Liliaceae nagegaan. Legu-
minosen enzymen aktiveren azetidine in iets mindere m3te dan 
praline. Lili~ceae enzymen nktiveren L-azetidine-2-carbonzuur 
niet. De enz~en zijn amino-acyl-tRNA-synthetasen, deze enzymen 
aktiveren een bepaald aminozuur door binding met ATP waarbij 
pyrofosfaat vrijkomt, hetzelfde enzym bindt dit aminozuur aan 
een specifiek transfert-RNA. 
L-~zetidine-2-carbonzuur inhibeert de induktie van nitraat-
reduktase in planten 7de inhibitie ~rordt opgeheven door proline. 
Dit wijst op een mogelijke invloen op het mechanisme van induktie 
en inhibitie van eiwitsynthese (HmqrTT en NATTON, 1967). 
Celstrekking, geïnduceerd door auxines, kan door aminozuur 
antagonisten, bvb. canavaninc en hydroxyproline, gein.hibeèrd \-!or-
den, De inhibit~e door hydroxyproline kan volledig opgehevèn wor-
den door toedienen van praline (CLEL.Z\ND, 1963). 
Deze experimenten tonen duidelijk aan, ten eer.ste dat een 
kompetitieve inhibitie bestaat tussen een p;roteine · amino.~uur en 
een ver~rant n:j..et-pr,ote!ne amine zuur ; ~en ·t~e,~de . dat de ·toxici-
teit van sommige nt-et-proteïne amipoz-qre~ ~an herleid ~rorden tot 
de specificiteit van soorteigen enzymen, .,, ·'-', 
FOV.JDEN en medewerkers hebben het probleem nog verder uitge ... 
diept, en gelijkaa~dige proeven uitgevoerd met gezuiverde enzymen, 
Het fenylal .:myl-tPNl-.-synthetase afkomstig van Phaseolus 1 ak-
tiveert het fenylalanine analoog mimesine (Formule 12), 
HO 
0 
N 
t 
CH 2-yH -COOH 
NH 2 
Formule 12 
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Mimesine is in grote koncentraties aam..,ezig in Mimosa 
en Leucaenazaden. Het fenylalanyl-tP~IA synthetase van Leucaena 
aktivcert ook mimosine, Deze experimenten geven geen verklaring 
voor het feit dnt mimosine toxisch is voor Phaseolus aureus Ro~. 
en niet voor Leucaena (StUTII en FOt-JDEN, 1968). Proeven met lysyl-
en arginyl-tRNA synthetase van Canavalia e n een Staphylococcus 
aureus staM, maken het probleem nog moe ilijker. Beide enzyrnes, 
geïsoleerd uit Cnnavalia, aktiveren geen canavanine, dQt normawl 
in Canavali3 voorkomt, De enzymen geïsoleerd uit Stnphylococcus 
aureus aktiveren evenmin canavanine, a lhoewel de onderzochte 
stam canavanine in zijn proteïne inboU'Itlt. De auteurs veronder-
stellen dat een derde, meer labiel enzym verantwoordelijk is 
voor de inbouw van canavanine in de levende cel (Fm,JDEN en 
FRANKTON 1 1 968 ), · 
In de loop van de evolutie, kunnen bepaalde planten, door 
het produceren van niet-proteïne aMinozuren, betere levenskansen 
verworven hebben, Deze planten moeten nu een soort afweermecha-
nisme bezitten, dat de inbouw van deze aminozuren in de soort-
eigen proteïnen belet, Uit het voorgaande blijkt, dat de speci-
ficiteit van de arnino-acyl-tRNA synthetasen een zeer belangrijk 
maar niet noodzakelijk een exclusief afweermechanisme is, 
1,2.7. FYSIOLOGISCHE ASPEKTEN. 
1, 2. 7 .1 i Afvreermechanismen. 
In hoeverre de antibiotische vrerking van mikamycine 1 staphy-
lomycine en andere bacteriële antibiotika te ,,rijten is aan de 
aë1nv1ezige niet-proteïne aminozuren is niet duidelijk, Mimesine en 
azetidine-2-carbonzuur zijn toxisch voor dieren en voor sommige 
plantenfamilies .(Fm·mEN, 1 96 7) • B- (methyleen-cyklopropyl) -alanine 
(Formule 13) van Blighia sapida vruchten heeft een hypoglycernische 
vrerking (FOt\'DEN, 1964), 
CH :c - CH-CH -CH-COOH 2 , / 2 1 
CH2 NH 2 
Formule 13 
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Een groot aantal Lathyrus soorten veroorzaken bij d ieren 
zenuwstoornissen na het nuttigen van de planten of inspuiten 
van extrakten 1 deze verschijnselen \'Torden "Lathyrisme" genoemd. 
Deze neuro-toxische eigenschappen zijn te wijten aan verschil-
lende niet-proteïne aminozuren : a,y-diamino-boterzuur, homo-
arginine (a-arnino-e-guanidino-capronzuur) (BELL, 1962), e-oxalyl-
amino-alanine en a-amino-y-oxalylaminoboterzuur (BELL, 1964a). 
Later bleek homoarginine niet toxisch voor heger e dieren, Een 
overzicht van de giftige en nie t-giftige Lathyrus-soorten werd 
gegeven door BELL (1964b). Sommige Cicas-soorten bevatten in 
hun bladeren en zaden een produkt dat bij hogere dieren symptomen 
opvrekt gelijkaardig aan het lathyrisme. Door VEG.A. en BELL (1967) 
werd aangetoond dat a-amino-e-methylarninopropionzuur hiervoor 
verantwoordelijk is, 
Het voorkomen van kruisbestuiving kunnen wij ook als af-v/eer-
mechanisme beschou\1-ren. Het is reeds bekend dat in bloemen van 
leguminosen hoge koncentraties gevonden worden aan ongewone ami-
nozuren. Deze zullen waarschijnlijk de kieming van stuifmeelkor-
rels sterk be!nvloeden. Dit probleem werd in vitro bestudeerB 
door Sirnola (1967). Het effekt van verschillende van deze amino-
zuren op de groei van de kiembuis is sterk verschillend volgens 
de plantensoort. ~.vaarschijnlijk vormt de aminozuur "pool" een 
besche rming tegen kruisbestuiving. 
1.2.7.2. _ Detoxikatie mechanismen. 
Als herbicide worden soms he terocyklische verbindingen 
aangewend. Bij toediening ervan in sublethale dosis kunnen ze 
door kondensatie met serine, tot een nie t toxisch alanyl-derivaat 
omgezet worden. Het herbicide arnitrol (3-amino-1 1 2,4-triazol) 
toegediend langs de bladeren aan tomaatplanten of Phaseolus, 
wordt omgezet tot 3-amino-1,2,4-triazol-1-yl-alanine (Formule 14). 
Serine gemerkt met 14c, 'VTOrdt ge!nkorporeerd in de zijketen 
(~ffiSSINI, 1963) 1 6-pyrazol-1-ylalanine (Formule 15) komt slechts 
voor in enkele Cucurbitaceae (Citrullus vulgaris) (NOE en FOWDEN, 
1960). 
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H ~--o.H 
H N / N NH 
I I 2 
CH2-CH-COOH 
Formule 14 For!!lule 15 
Veel andere planten vormen, na toed i enen van pyrazol, even-
eens S-pyrazol-1-yl alanine. Andere heterocyklische ringstruk-
turen, zoals 4-nitropyrazol en 5 amino-1,2 1 3 1 4-tctra zol, toege-
diend aan planten, worèe n omgezet tot de overeenkornsti~e alanyl 
deriva ten (FO~t.JDEN, 1967). 
3-amino-triazol, toeqcè i e nd aan Escherichia coli, wor~t 
omgezet tot 3-amino-triazol- .:'l l anine, Dit l aatste p'r oèukt treedt 
nu op als histidine analoog 1 en vTOrdt ingebou'I!T~1 in he t bakte-
rieel protei.ne (Tt7ILLI.fl.l\1S en mefl.cvrerke rs 1 1S6 5) • 
HCN, t oegediend aan kiemplnnten van Vicia- en Lathyrus-
soorten, wordt omgezet t ot s-cyanoalanine en verder t ot aspa-
ragine of y-glutamyl-S-cy:moal anine (FO't'<TDEN en meè.m·re r kers 1 196 5) • 
1.?..7.3. Biosynthese van he terocykl ische en arol'!latische 
niet-prptei.ne amino)~:uren. 
De biosynthese van heterocyklische niet-prote i.ne ~inozuren 
wordt slechts sedert korte tij d intensief bestudeeid . De beschik-
bare gegevens zijn uiteraard zeer onvolledig. De meest voorkomen-
de synthesereaktie is de koncentratie van heterocyklische ringen 
met serine, \'Jaar bij een alanyl-deri vaat gevormd '1.-lo r dt. FO~JDEN 
(1967) veronderstelt dat een enzym van de gewone aminozuursyn-
the s e , bvb. tryptofaansynthetase 1 de kondensatie van andere 
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heterocyklische ringen met s e rine op een nie t-specifieke manier 
zou katalyseren. Bij de vorming van e-pyrazcl-1-yl-a l anine , is 
de synthese van het pyrazol meer specifiek dan de kondensatie 
me t serine , die door meer planten kan uitgevoer d worden (zie 
sektie 1.2.7.2.). 
Extrakten van Cucumis vulga ris L. (komkommer) bevatten 
kleine hoeveelheden ryrazol. 14c gemerkt s e rine vrordt door deze 
extrakten ingebom1d met vorming van r adioaktie f e~pyrazol-1-yl­
alanine (DUNNILL en FOWDEN, 1963). 
HJ===N 
H 
+ 14cH2-cH-COOH I I 
NH OH NH 2 
114 N- CH -CH-COOH 
2 I H 
H 
NH 2 
De vorming van orcylalanine (Formule 16) tijdens de vrucht-
vorming van Agrostemma githago L. (de zaden bevatton hoge kon-
lLI 
ccntratie s) vTerd bestudeerd uitgaande van -c-gemerkte prekur-
soren. De alanine zijketen vrordt gevormd uit een molekule serine 1 
de aromatische ring en de m0thylgroep uit a zijnzuur. De biosyn-
the se van f enyla lanine is anders, e n gaat ove r shikimine zuur. 
( HI- DV'1 Ir;r;E~ en medev.re rkers, 1965). 
Formule 16 
OH 
NH OH 
I 2 
CH 2-CH-COOH 
In Himosa pudica L. wordt de pyridonG ke rn van mimesine (Formule 
12) ge~rormd uit lysine (HYLIN, 1964). Het lysine '.lrordt gevormd 
uit a-amine - adipine zuur. Serine is ook hier de prekursor van è e 
alanine zijket en (Tir11\RI en mcdet..rerkers, 1967). 
Lathyrine ( e- (2-aminopyrimidin-4-yl) alanine) vmrdt niet ge-
vormd door kondensatie me t serine , maar door ringsluiting van 
y-OH-homoarginine. 
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H N /NH 
2 'c 
I 
CH -CH -CH-COOH 
I 
2 2 1 
NH2 
HN CH 2 
................ c/ 
H2 
homoarginine 
H 
lathyrine 
OH 
'CH-CH2-CH-COOH 
1 ~H2 
HN ............... C /CH2 
H2 
y-hydroxy-homoarginine 
-CH -CH-COOH 
2 I 
NH 2 
De omzetting van hoi!loarginine naar y-OH-hoi!loarginine kan 
in de hele Lathyrus tingitanus L. plant optre den, De ringslui-
ting met vorming van lathyrine geschiedt alleen in de wortels 
(BELL en PRZYBYLSKA,, 1964). Bij toe diene n van geme rkt serine 
aan enzympreparaten van Leguminose n, \·rordt geen gémerkt vTil-
lardiine gevormd. Bij toe dienen van a,S-diarr..ino-propionzuur 
v1ordt 't:JCl aktiviteit gevonden in ~-Jill.:lrdiïne en albizzi!.ne. 
Hierhij gebeurt de omz etting van diaminopropionzuur en car-
bamylfosfaat tot a lbizziïne blijkbn-3r zonder e nzym<ltische kata-
lyse . 
0 OH 
/nH 2 
0=C 
'~-lH L" .,.-
1 
H2N-t-O-~=O ~ l 
OH 
CH., 
I . " 
Cf.1-P•~T 
-· .. Ü:l 2 I . 
COOF. 
0 
HN H 
+ R (?) 
H 
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Dit is een bevestiging van de veronderstelling v~n . 
SHV.l\CHKIH ; deze auteur synthetiseerd~ \IJillardiine door kon-
densatie vnn albizziine hydrabromide met malenaldehyde ester ; 
hij veronderstelde dat alb~zfine ook een prekursor was bij de 
biosynthe s e van "t·!illardiine (SHVACHKIN e n AZXFOVA, 1964) .. 
De biosynthese van 3-carboxy-4-hydroxyfenylalnnine in Re-
s eda oderata L., geschiedt door carboxylatie van tyrosine in 
meta-plaats van de alanylgroep ( LARSEN 1 1964) • Hier hebben ·Hij 
dus t e rug geen kondensatie met s e rine. Naar analogie kun-
nen wij veronderstellen dat de verwante 3-carboxyfenylalanine, 
3-carboxyfenylglycine en 3-carboxy-4-hydroxyfenylglycine ook ge-
vormd worden door carboxylatie in meta-plaats van de aminozuur 
zijketen. Deze lantste 4 produkten kómen ge-vmonlijk samen voor 
in een beperkt aantal :planten. 
Stizol00bzuur bmt~t de .voor aminozuren zeer ongmmne y-
pyrronring (Formule 17), het komt slechts voor bij een klein 
aanta1 planten, de biosynthese is onbekend (H.1\TTORI en KONA.-
MI NE , 1959 ). 0 
-COOH 
Formule 17 
De beschreven heterocyklische en aromatische aminozuren 
zijn bijna steeds e-gesubstitueerde alaninon. Nochtans zijn 
deze pr odukten metabolisch gezien minder ve nmnt dan hun sche i-
kundige struktuur laat ve rmoeden. Voor pyrazol-nlanine, orcyl-
alanine en mimesine -vmrd aangetoond dat · de alanineketen nfkom-
stig is van s e rine ; daar bij vormt orcylalanine een c-c binding. 
De b1ee andere anünozuren vormen een !J-C binding met è.e amino-
zuur zijke ten, Wij kunnen hie r bij moeilijk de ve ronderstelling 
van FOWDEN volgen, dat eenzelfde enzym (Tryptofaan synthetase ) 
zowe l een c-c binding als een N-C binding zou tot stand brengen ; 
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immers histidine, fenylnlanine, tryptof~an en tyrosine zijn 
a-gesubstitueerde alaninen met een c-c binding. Serine treedt 
niet op als prekursor voor lathyrine, willardiine en 3-car-
boxytyrosine, hun biosynthese is volle0ig uiteenlopend. In 
de reeks van niet-prote ïne :l!\'l_inozuren neemt t>Jilliardiine \'Tel 
een bijzondere pla~ts in, omdat zijn heterccyklische base, 
2 1 4-cUoxopyrirnidine of uracil, ool< voorkomt in de nukleinezu-
ren en in een aantal belangrijke metabolieten. 
1.3, N ! T U U R L ~ J K E E N S Y N T H E -
T I S C I-I E A L A N Y L U R A C I L s. 
Alnnyl-uracil ël.erivnten \'!erden slechts zeer recent be-
schreven. Door 81ELIN (1959) were 1-alanyl-uracil geïsoleerd 
uit .droge zaden van Acacia ~illardiana (Benth.) Rose. Het 
is aamrezig in een kle in aantnl nnder e Acacia-soorten (SENE-
VIRATNE en FOT,JDEN 1 196Ba). De struktuur \oJerè. beve stigd door 
synthese in 3 verschillende laboratoria (SHVl,.CHKIN en JI.Zl\.RO-
VP..", 1964 ; DEWAR en SHA'-'7, 1962 ; KJ~"ER en medeuerkers, 1961), 
5-Alanyl-uracil komt voor in Pisurn sativum L,, gebonden 
aan een peptide (BPOl~rN en SILVEP 1 1966), Het voorkomen van 
dit produkt werd niet el~ers gemeld, 5-Alanyl-uracil wer~ 
chemisch gesynthetiseerd door SPRINGER en mede'lt!erke rs (1965) 
maar er werd tot nog toe geen r echtstreekse verge lijking ge-
maakt met he t natuurprodukt~ Uit ~e literatuur zijn alleen 
è.e spektrale gegevens beschikbaar ter vergelijking ; èeze 
zijn nie t volledig identiek, maar ~e verschillen kunnen te 
wijten zijn aan onvoldoende zuiverhe id van het natuurpro~ukt. 
Dezelfë.e auteurs synthetiseerden eveneens 6-alanyl-uracil. Dit 
loatste proè.ukt 'Herd eveneens gesynthetiseerd è.oor SHV.ACHKIN 
en BERESTENKO (1 964) en door SCHULTZ en TrJASSEPJ.WNN (1965), 
Het vertoont bakteriostatische werking, terwijl een celkul-
tuur van zoogdiercellen bijna niet geremè. wordt (SCHULTZ en DA3-
SER11ANN 1 196 5). Van de 4 mogelijke uracil-nlanyl verbindingen 1 
komt e r één zeker voor in planbm (1-alanyl-uracil) ; de struk-
tuur werd door synthese bevestigd, Het voorkomen van 5-alanyl-
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uracil moet nog bevestigd ~Torden èoor rechtstreekse vergelij-
king met het synthetisch produkt, Het voorkomen van 3-alanyl-
uracil en 6-alanyl-uracil werd nog niet vermeld . Tenrijl 6-
alanyl-uracil door 3 verschillende laboratoria gesynthetiseerd 
werd , faalde SHVACHKIN in de synthese van 3-alanyl-uracil, dat 
hij iso-~Tillardiine noemde (SHVACHKIN en AZAROVA, 1964) • 
1.4. A N D E R E B E L A N G R I J K E UR P. -
C I L D E P I V A T E N, 
Naast thymine, (5-methyl-uracil), èat in de deoxyribonu-
kleinezuren het uracil vervangt, komen nog een aantal belang-
rijke uracil-derivaten voor in het metabolisme. Deze "abnor-
male" basen zijn vooral te vinden in het transfert-Rl~A (MIUP.A , 
1967). 
5,6-dihydrouridylzuur schijnt ook een belangrijke rol t e 
spelen in het nukleohiston-komplex, waar het waarschijnlijk 
verant~Toordelijk is voor 0.e intieme binding tussen het ?.1-ll\ en 
histon-ehlitten (HU~.NG en BONNEP. , 1965). 
De struktuur van het dihydrouracil-derivaat in histon-RNA, 
is nog een endenTerp van diskussie. 
HUANG en BONNER (1965) isoleerden het RNA uit het nukleo-
histon van Pisurn sativum L, Na hydrolyse vond men 27 % dihydro-
uridylzuur. Volgens de onderzoekers zou dit nukleotide in de 
natieve ru~A-keten voorkomen als een open ring, gebonden aan 
het histon-eiwit, Tijdens de isolatie in zuur milieu zou het 
eiwit afsplitsen en de pyrimidine-ring sluiten, 
NH2 
I 
0 u .."., histon 
c ~CH 2 
zuur 
0 
HN ) I 
o~N 
I 
ribose-P I . r~bose-P 
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JANION en SHUG.i'\r' (1960) bestudeerden e-en~ -ünnt·'.l.l-· synt:he­
tische 5, 6-è.ihydrouracil-deriv;,.tcn. Dczclffl.e auteurs ·· bcstu~ .. 
deerden ook de reduktie van cytosine tot 5 1 6- ~ihydrocytosine · 
(,TANION en SHUGJ'P 1 1967). DH:.ydrocytosine bleek veel St-:lbi~­
ler t e zijn in a.~mvJezigheir:'. Véln ar:ünozuren o f .:ur..inen. De 4-
aminógroep van he t cytosine t·.'e r (". hierbij ve rv.::mgen f'..!.cor hot 
ar.ünozuur of het amine, c?. ic via. hun amino-grccp cp pL:u::.t s 'l 
van de ring gebonfen zijn. De reaktie gaat zee r vlug bij fy-
siologische pH. In zuur milieu, zo:1ls o.oor HUN~G tm BONNER 
gebruikt voor de sche i ding V3n ~o mononukleotiden , geeft 1it 
kondens~tieprodukt annlei~ing tot è ihydro-urncil en een ~inc 
of aminozuur. 
Op basis van deze gegevens veronderstelt SHUGAR ~at het 
5, 6-dihydrocytosine aanwezig is in het n.J.tief histon-:RNA en 
de schakel vormt in de bindin0 van RNA op het histon . Tijdens 
de isol3tie zou het omgez e t worden tct 5,6-dihydr o-uracilo 
N 
0~ 
.,.....co-histon 
NH-CH 
I 'R 
H 
2 
zuur 
H2 
N 
I 'b r~ ose-P 
> 
0 
HN 
0 
IJ 
/ 
~N 
H2 
H2 
I 'b r~ .ose-P 
Recent onr.erzoek in ons L3borntorium op histC'n-PR~. k:m 
noch de zienswijze van BONNER, noch ~e redenering van SHUG~n 
beve stigen. Verder onderzoek moe t aantonen of er een ve r ban( 
bestaat rnet è.e door ons be schreven ur~cil-derivaten. 
Ock uit transfert-RN.i\ nfkomstig vnn gist, v!erc~ :~loor HP..LL 
en CHEDDA (1965) oen aant~l met een aminozuur gcsubstitucer~ e 
nukleosiden geïsoleerd ; het nuklcoside- de e l was hier cchtGr 
telkens adenosine. 
Hot biologisch zeer hol angrij k uracil ~arivaat, ps ·Judo-
urid ine (5-ribosyl-uracil) koMt in alle onde rzocht e transfc rt-
:f\tl]\' s voor {~1IUPl',. , 1967) ; het is telb:~ns he t bcünngrijkstc 
ubnormü.al nukleotià.e , De e igenschnppen van psGu·'"'.ouric:: ine v•ij ken 
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ste r k a f v J.n è.. i e der gev10ne nuk l eotiden (CHN1BERS 1 1966 ) • He t 
wor dt nie t afgebroken in het d i erlij k organisme , maar a ls zo -
dani c ve ruij è.er d langs de urine . Het vTOrë'.t co)< ni Gt au.nge t ast 
door e nzymen di e normaal uridine s plitsen in urücil en ribose 
(GOLDt•!.Z\ SSER en HE I NP.IKSON 1 1066 ) • Ook chemisch -vmr dt het pseudo-
uri j ine vee l moeilij ke r a u.n0ct ast dan urie inc . 
De biosynthe se van ps eudcuridine is ne g nie t met zeker-
he .:i,. C:. gekend . Het \ller è~ slechts onlangs sche i kunè. i g ber e i è. (BROT·'!N 
en modewerkers 1 19 68 ), Een u. anta l synthe tische u~Rcilderivatcn 
lJ.JOr den u.angewend a ls antimet aboliet 1 de werking e rvu.n vTo r dt 
d ikvlij ls kompetitie f ge ïnhibeer d è..oor uracil o f uri c:1. ine. Be-
paalde gegevens wijzen op een invloed van è..e zo pro~ukten op he t 
induktie-repr e ssie-mechanisme . 
6-a za-uracil en 2-thio-uracil, in~ien toegcdicn~ vóór de 
inc:uk.tie v :m de bloe i, Y.unne n de bloemvorming s cms volledi g be-
l etten. ~en 5-voud ige hoovoe lhe i~ uracil of uri~inc , kan de ze 
Ner k ing neutralisere n (TELTSCHE:?OV;. en menet.trer kers, 1S'6 7) • 
5-fluor c -uracil inhibeert evene ens ~e bloei van Ocnot heFa 1 een 
grot e dosis ve r oorzaakt oo}: r os etvorminq . Orootzuur kan de be i de 
off Hkt cn opheffen (P ICP. ? D, l 9G 7). Ps eudothymine (G- methyl-uracil) 
in tegenste lling me t voorgaande uracil-derivu.t cn 1 ve rtoont een 
cytokinine aktivite it ~ he t stimuleert de synthe s e v ::m RNJI~ en 
prot e ïne (POZSi\R en W'\TOLESY 1 1 0 G8 ). 
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2 . I S 0 L A T I E Z U I V E R I N G 
========================================= 
V ~. N D E K 0 ~! 'P 0 N E N T E rJ. 
=================================== 
2 ,1, B E P E I D E N V .n.. N HET E X T R · ~ K T. 
D8 kl~ssieke manie r om nukleotide - mat e riaal, vrij e amino-
zuren en a ndere zuur-oolosb .3.re bestanddelen t e extraheren uit 
plante~~ateriaal, is è e extraktie met trichloorazijnzuur (TCA ) 
v a n het gehomogeniseerd \•Jeefse l. De e r "t<Tt e n 't-'!Or è.e n gedure nde 
24 uur geincubeer d in stroMe nd ls ié1.ings~Tater. Daarna \'lO r den 
z e t e k i eme n gelegd op filtreerpapier en sterie le watte n, d i e 
vochtig gehouden vmr den met gec'~estilleerd wate r. De enTte n 
d ie ge b ruikt wor den voor kwantitatiev e bep a lingen k ieme n in 
een gethe rmostatiseerd l okaal, in h e t donke r o f bij konstante 
belich ting met Phytor lampe n. EnTten die l a ter aan gev.rend \'Jer-
è.e n voor e xtraktie op p r eparatie v e scha::\1 1 kiemden in een em-
me r me t doorboorde bodem onde r e en s p r oei-er met l e i d ingsv.rater. 
De embryo 's of a ndere o r gane n, No r de n uitgeprcpan~erd 
Me t e e n SC3lpelen o~iddellij k i ngevro ren met v a st koolzuur. 
Het ingevro ren ma teriaal word t eerst gema l e n i n e e n vi j z e l 
:met koolzuuri j s. Danrna 't-JOn.t h e t ve r ê'l.e r fijngemaakt in een 
Elv,~ jhern-Pottcr g l a shomogenisato r in 5 % TCA (e i ndkonc .::ontra -
tie ) • Dit homoge n nat \'70r d t geduren~e 6 uur beHaar è. bi j 2 à 4 °C I 
~·mar bij alle c i wi ttc n e n nukle i ne zure n door h e t T CJ\. neer ge-
slagen we r de n. Het nee rslag wor d t a f qec entri f ugeer d , h e t supe r-
natans bev a t alleen p roc:.uk ten rn.et l :::~.nq ma l ekula ir gev.Ticht. Eet 
TCJ:.  kan nu v e nrij c'l.e r d wor è.on c'..cor extraktie me t e thc: r 1 t ot een 
pH = 4 bere ikt ~tTordt ; hie r b ij gaat zee r weinig UV-absorbere nd 
mate riaal v e rlor e n. 
Dit e xtrakt kan nu pupie rchrom.::l. t ografisch ge sche i den Hor-
den. 
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Extrakten voor prepäratieve bereidingen, worèen gemaakt 
uitgaande van grotere hoeveelheden kiemplanten. Vroeger werd 
gepoogd het ingevroren materiaal te malen in een vleesmolen 
of een poederrnolen. De molen moest vooraf gekoel d worden met 
koolzuurijs. Een sneller resultaat t<Jerd verkregen met een 
centrifugale fruitpers. Het perssap wer~ gedialyseerd tegen-
over water bij 2°C, De buitenvloeistof \l.rerd rege lrnatig ver-
verst gedurende 24 uur. Het samengevoegde dialyseHater vJerd 
ingedampt in een cycloon vacuum-evaporator (QUICKFIT) 1 deze 
ve r damper heeft een debiet van 2 liter per uur~ 
Deze werkwijze heeft het voo r dee l dat geen vreemde stof-
fen nan het extrakt toegevoegd \·lor den die latere zuivt~ring 
kunnen bemoeilijken. 
Bij de ver dere zuiv;.~ringen ·t,mr d ook t e lkens c,e voorkeur 
gegeven aan cl.e meest vluchtige solventen E:::n elutie-vlceistof-
fen. 
2.2. S C H E I D I N G S M E T H 0 D E S. 
2.2.1. VEPDELINGSCHRO~~TOGiffiFIE. 
2.2.1.1. Papierchrornatografie. 
De eerste scheiding der verschillende komponenten werd 
bekomen met het solventsysteem van LANE (1963) 1 dit solve~t 
wordt gebruikt om de vier nukleotiden kvmntitatief te schei-
den. Het chromatografiepapier (V.Thatman 3 r~1) wordt eerst ge-
dr enkt in 10% verzadigd (NH4) 2so4 , het solvent was ethano l 
95%- water 80 :20 (v/v). 
Dezelfde scheid ing \IJerè. ook bekomen zonder (NH 4 ) 2so 4 • 
Hierbij werden 6 UV-licht abs orbe rende banden gevonden. Vol-
gens hun dalende Rf waarde kregen ze doo r VAN PARIJS (1 965) 
een koden~mer Cl tot C6. 
Later hebben wij è.e 4 voorna3.Inste produkten een rome ins 
cijfe r gegeven in volgorde van de koncentratie waarin ze voor-
komen. 
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Komponent I i.p.v. C4 
Komponent II i.p.v. C6 
Komponent III i.p.v. c5a 
Komponent IV i.p.v. C5b 
Tabel 1 : Rf-waarden van de komponenten in de meest gebruikte 
solventsystemen. 
~-----------------------------------r----------------------~~~ 
Solvent Komponent 
I II III IV 
Ethanol/water (80:20) 15 21 21 34 
Butanol/azijnzuur/water (60:15:15) 21 12 19 25 
Isopropanol/\.lrater (70:30) 23 28 26 38 
~thanol/water/ammoniak d . : 0,880 6 6 6 21 
(90:10:10) 
Komponent II vlaS zeer moeilijk papierchromatografisch 
te scheiden van asparagine. De zuivering van dit produkt was 
slechts mogelijk na langdurig chromatograferen in sol~ent 4 
(tabel 1), ofwel na omzetting van he t asparagine tot aspara-
ginezuur in 6 N HCl na overnacht vervmrmen bij 100°C. 
Komponent I was steeès verontreinigd met homoserine ; 
het kon gezuiverd worden na uitwisselingschromatografio o p 
Dowex 1 (HCOO-). 
I 
I 
l 
r 
Komponent III en IV lopen samen in solvent 1, ~.a \'JOrè.en 
gescheiden in solvent 2. III is gemakkelijker te scheiden op 
ionenuitwisselaarskolomrnen. De zuivering ervan is echter sterk 
beMoeilijkt door het zeer labiel karakter. Komponent IV, èie 
in de laagste koncentraties voorkomt, kan slechts zeer zuiver 
bereid worden na herhaalde kolomchromatografie (zie 2a3~3.) c 
Papierchromatografie \•1erd ve r der vooral analytisch ge-
bruikt. I dentifikatie van de pro~ukten na kolornchrom~togr~fie 
gebeurde steeds door middel van papie rchromatogra fiee Af braak-
produkten van è.e onderzochte ve r b indingen werden met ~eze 
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methode r echtstreeks vergeleken met handelsprodukten of met 
gekende preparaten. Hierbij werden steeds minstens vier sol-
venten gebruikt om de kans op vergissing tot een minimum te 
herleiden •. 
De gebruikte solventen zijn mengsels van een organisch 
oplosmiddel, met een "V-Taterige oplossing. De scheiding van de 
komponenten is een gevolg van een verdeling tussen de \<Tater-
arme mobiele fase, en een tvaterrijke stationaire fase, vast-
gehouden door de ste rk hydrofie le cellulose-vezels van het 
papier. 
Detektie van de produkten na chromatografie of elektro-
forese op papier kan zeer eenvoudig gebeuren met een UV-lamp 
(Silvania, germicidal lamp). De lamp t<lordt afgeschernd door 
een filter (Jena type UG5). Bij doorlichting zijn de UV-absor-
berende banden te zien als donkere zones. Na gebruik van uv-
licht absorberende solventen, zoals pyridine, worden de pa-
pierstroken bespoten me t een 0,15 % ninhydrineoplossing in 
ethanol 95 %, De onderzochte komponenten en bepaalde omzet-
tingsprodukten ervan reage ren met ninhydrine bij kamertempe-
ratuur met vorming van een specifieke kleur. 
2.2.1.2. Kolomchro~atoqrafie. 
De papierchromatograf~ch8 scheiding van het mengsel, 
met ethanol-t-rater (80:20) als solvent, kon op grotere schaal 
gebeuren 0.oor cellulose poeéter in een kolom te brengen. De 
scheiding geheurt volgens hetzelféte principe a ls papie rchro-
matografie. De produkten worden van de kolom uitgespoeld met 
elutie-vloeistof. Deze vloeistof wordt door een "Uvicord" 
(LKB, Stockholm) gestuurd, waarbij de transmissie van UV-licht 
(X = 253 1 7 nm) opgetekend wordt. De vloeistof \"rordt tenslotte 
verdeeld in een fraktieverzamelaar (Radirac, LKB) in frakties 
van een bepaald volume of een bepnald aantal druppels. 
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De opeenvolging van de komponenten is dezelfde als bij pa-
pierchromatografie, doch de scheiding is minder scherp. Bij he t 
koncentre r en van de e lutievloe istof verkregen wij een wit onop-
losbaar neerslag : het was waarschijnlijk ce llulose . De ze me-
thode werd achteraf verlaten en ve rvangen door uitwisse lings-
chromatografie , gekoppe ld aan t e genstroomverde ling of dunnelaag-
chromatografie . 
2 .2.1.3. Tegenstroomverdeling. 
2.2.1.3.1. Principe (ALDE ?..'\i.JEI P..ELDT 1 1960 en 1 961). 
De ze me thode steunt op een verschil in oplosbaarhe id van 
een bepaald produkt in t wee nie t-mengbare vloeistoffen. I n t e gen-
stelling me t papie rchromatografie geschiedt de scheiding diskon-
tinu. 
~qij konden gebruik maken van e en automatische "Ste ady State 
Distributor" zoals ont"..rorpen door ALDE RNEI :RELDT en VERZELE (1961). 
Het toe ste l bev at 120 cellen van 1 0 ml bovenfa s e en 10 ml onde r-
f a s e . 
De eenvoudigste vorm van t egenstroomve rdeling is de funda-
mentele c.c.o. (Eng. : countercurrent distribution). De migre -
r ende fas e , doorgaans de bovenfase, ,,mrdt vooraan in de cellen-
tre in in portie s toe gevoegd. Na inste llen v an he t even~tricht 
vrordt de migr e r ende f ase v an a lle ce lle n ove r één ce l ve rscho-
Vt~n. Deze methode hebbe n "t'!ij gebruikt om de experi.rnente l e migra-
tie sne lhe i d va n de t e scheiden komponenten na te gaan. 
De zgn. "a l ternate v-ri thdra't'r.:l l" me thode is a fgel e id van de 
fundamentele c.c.o. Hie r bij wordt a f wisse lend de onderfa s e en 
de bovenfase over één cel ve rschoven in t e gengestelde richting. 
De opeenvolging van de ze onderfuse en bovenfa s e "transferts" 
't'Tordt geregeld door een voora f ingeste ld programma. Dit pro-
grawma wordt z6 gekozen, dat he t zwaartepunt van het scheidend 
mengse l in het midden van he t toeste l gehouden wordt. Hi e rdoor 
kunnen veel mee r transferts uitgevoe r d worden dan e r ce llen 
voorhanden zijn in het toe ste l. 
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A~n één uiteinde van het toeste l kan nu een fraktie-verza-
melaar ge schake ld ~rorden. Hierin knn naar keus 1, 2 of 4 celvo-
lumes opgevangen worden per buisje, en dit ofwe l van de bovenfase 
ofHcl vnn do onderfasc . 
Na inbrengen van het t e sche iden mengsel in een cel, wordt 
e l ke koMponent van de hoven- e n onderfase ve rdeeld volgens de 
verd~üinqs,·!Ct van NEPNST 
koncentratie in bovenfase 
koncentratiG in onde rfase 
Cb 
= ëö = K = konstante 
Na het entmengen van de boven- en onderfase , en opschuiven 
van d e bovenfase naar de volgende cG1 1 komt een fraktie q, even-
redig met Cb, in de volgende cel ~ een fractie p, evenredig rnet 
Co, blijft in de eerste ce l. Indien p + q = 1, gebeurt de verde-
ling bij de volgende transferts volgens de binomiale formule 
(p + q)m, waarbij m het aantal transferts is. 
Na m transfe rts vrordt de hoevetüheid produkt in de nde ce l gege-
ven door de formul e 
x m! m-n n 
n = (m - n) 1 n ! • P • q 
De scheiding van t~rree produkten A en B gaat sneller naarmate 
hun K-Hnarden meer verschillen. De sche idingsfuktor van twee pro-
dukten '-'TOrdt gegeven door : 
KA 
(3 =-
KB waarin K!l_ > KB 
Hoe groter de a-waarde voor een bepaald mengsel, hoe sneller de 
scheiding verloopt. 
2.2.1.3.2. Resultaten. 
Bij de keuze van een solventsysteem werden \'Jij sterk beperkt 
door de zeer l age oplosbaarheid van de onderzochte produkten in 
apolaire solventen. De meest voor de hand liggende solventsystemen 
wa r en deze waarvan één der fasen gebruikt wordt a ls solvent voor 
papiorchrom~tografische scheiding der produkten. 
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De K-v.7aarc~e v a n de prodnkten \'lerét bepa;:üd in e en tw::'1.alfta:. 
solvent en. Geen e nke l in de literatuur beschreven solve nt bleu. ~ 
geschikt. Uite inde lijk wer d h e t volge nd mengsel a3ngewcnd 
e t hanol 95 % 
vJ.J. t o r 
6 1 
9 1 
3 kg 
Dit mengsel wer d r egelrnatig geschuG b ij konst~nte t enpor3-
tuur (25°C) tot het volume van de boven- en onderf~se kons t ant 
b l eef. Het systeem geeft een go.:;dc-j ontme n g ing. 
Het l eek onbegonnen we r k , meer dan twee zeer gelijkaardigG 
produkten t e scheiden in een toe ste l met een beper k t aantal c el-
l en . Na ionenuitvrisse lingschromatograf i e (zie 2.3el.) bekv,•amen 
wij een p r eparaat dat de kompon e nte n I e n II bev ntte . De K-waarè.e n 
v a n I e n II i n bove nge noemd solve nt zijn 0 1 33 r e sp. 0 1 56. 
Fig. 1 toont een sche i d ing v a n I e n II na 523 bovenfas e 
transforts. Na 123 transferts trerd de fraktie-verzamelaar inge -
schakeld, e lke fraktie vertErjEfl~,mordigt 2 volu.mc s bovenfas e ( 20 ml } 
In ord inëat wor~t de optische d ichthe i d b ij 260 ~~ uitge zet. 
De scheiding van de t vJee k ompone nten is volleè.ig ; è.oor h e t 
p rodukt volledig met d e bove nfase uit het toest e l t e l a t e n komen t 
is het met minder (NH 4 ) 2so4 vermengd . De frakti e s 'V'·!elk(~ ~,e e r:::rs-te 
piek bevatten \'Jerden samengevoegd en droogged3.Inpt in een rot::'l.-· 
tie v e film-evaparator ; komponent II vTerd è:.nn v an het (NII 4 ) 2so4 
gescheiden door extraktie met absolute e thanol i n een Soxhl et-
appar aat. De l:1a tste resten sulfaat \-Terden omge zet tot het vluch-
tige formi aat door uibrisse lingschromatogra fi e o p Doucx 1 (z i e 
2.2 .4.2. L ).De fraktie s van piek 2 \·Ter<~en o p de ze lfd8 rr.ëmi e r beh.an-
c!e l d en hie ruit \'Jerd komponent I gcisoleerè . 
De zeer labiele komponent I vJc r è. na è.e ze behande lingen on-
v e r a nder d terugge vonden. De meer stabiele komponent II e c h t e r, 
moet tijdens één dezer opeenvolgen~e behandelingEm b i jna k'VJ.:ln-· 
tita tie f een bepaal de v e rand e ring ond e rgaan heh1)•.:m. Dit komt 
tot uiting ë.oor een v e r a nder de Rf- Naarde b ij papierchromatogra·~ 
fie, e e n an~er gedrag t egenover een anionuitwissela ar Dowe x 1 , 
e n een geNi jz igè. absorptiespektrum. 
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Fig. 1 : Scheiding van komponenten I en II door tegen-
stroomverdeling. Het toes·tel bevat 123 cellen. 
Na 123 bovenfase-transferts werd de fraktie-
verzamelaar ingeschakeld, elke fraktie bevat 
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gende gradiënt van o tot 2 N HCl. 
-····- .... - : opeenvolgende frakties van 15 rol. 
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Zolang 't'llij voornamelij k komponent I on~.erzochten, t-.ra s 
è.eze sche i dingsme t hoè.o zeer nuttig ; toen \'!ij ook meer a andacht 
gingen besteden aan komponent II, hebben vrij ove r geschake l d op 
pr epa r atieve dunnelaag chromatogr a fie . 
2 • 2 • 2 • DUNNELAA.C~ CHP.OH.7\TOGP]\..FIE. 
2 .2. 2.1. Principe~ 
Bij dunne l aag chromatografi e gebeurt èc sche i ding door een 
ve r èelings proce s tussen een vloe i b2re mob i e l e f a s e en een sta-
tiona ire f as e gevorm~ door absorptie aan de inte rfa s e tussen vaste 
stof e n vloe istof (CASSIDY, 1 9 57)~ 
2.2.2.2. Experimenteel. 
Het mengsel van komponenten I en II, afkomstig van uit-vrisse -
lingschromatogra fie , werd vlot gesche i den door preparatieve dun-
ne l aag chromatografie . Een 15-ta l solventen, bE: schr~ven noor 
STAHL (1 967), vierden getest met verschillenc,e typ \:·)S Al 2o3 ···als 
drager. Uite indelijk bekHamen vlij alleen zeer goede r esultaten 
met het door ons samengeste l d eenvoudig solvent : aceton p . a ,: 
·Nat e r (15: 85). 
De volgende procedure t1erd gevolgd : 
300 g Al 2o3 type PF254 (Merck ) we r d gedurende 5 minuten geschud 
met 270 ml o,ol N Hel. Met de bekomen suspensie we r den glazen 
platen 2o x 20 cm bedekt me t Dehulp van een verste l bar e Desag~ 
apparatuur ; he t toe stel 'Ner d ingeste l d op 2 mm l aagf i kt e • De 
. ' 
plate n we r den gedroogn bij kamertemperatuur en daarna gedurende 
10 minuten ve n .1a r mc'1. b i j l05°C. De oplossing wer ei op de pla ten 
gebr acht met een streep-pipe t v a.n 6 cm br eed of r~1et een autorn2.-
tisch De s aga toe ste l zoa ls beschreven door STAHL. Tot 5 ml op-
lossing, bev attend 1500 eenheden v~n optische densiteit, wer~en 
per plaat aangebr acht. Na ontwi kke ling van ~e plat e n me t het 
aceton-wa t e r s9lvent, was èe schei d ing doorgaans volledi g , soms 
wer den de p l a t en een t '\!Jeeè.e o f ze lfs een derde keer ontVJikkcL~ 
,, 
met hetze l fde solvent. Na e roge n van de p l a t en wer d de schcif ing 
gekontroleer d onder UV-licht. De dr age r (.A. l 2o3 PF254) fluorc s~ 
c eert onder UV-licht, behalv~J op de plaatse n '·Ja::lr een W - :J.b sor-
ber end bestanddeel aanwe zig is. 
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De banden kunnen nu gcmnkkelijk afgekrabd worden met een 
scheerMesje. Het Al 2o3 poeder ·!lfkornstig van een r eeks platen, 
\>70rd.t nu in 8en glazen kolom gebracht en doorspoe l d met wu.t e r 
tot alle uv-absorberend tnateri::'l.al uitgespoel c~ is ; cUt vrordt 
gekontrolee r d me t een Uvicord (LKB). Het uitge spoeld produkt 
werd nog ve r der gezuiverd achtereenvolgens door een k3tion- en 
een anion-uitvrisse lingskolom. KoMponent I bevatte geen andere 
UV-absorberende stoffen en vmrr. ve r der door omkrista llisatic 
gezuiverd . Komponent II bevatte nog kleine hoevee l heden kom-
ponent I'V 1 na zuive ring op Do~rex so(H+), was e r een gedeeltelijke 
scheiè. ing, de sche i ding Has voll c:C:.ig na een tvreede chromatogra-
fische behandeling op Dov.re x so. Komponent II V>Terd evene ens verder 
gezuiver è èoor omkristu.llisatie . 
2.2.3. P~PIEPELEKTROFORESE. 
2.2.1.1. Principe. 
Bij papierelektroforese gebeurt ~e scheiding op basis van 
de lading èo. r produkten. Het papier is hier de passieve drager 
van een buffe r met bepaa l èe pH di e ook als elektroliet fungeert. 
De loopsnelheid is afhankelijk van de spnnningsgradiënt (uitge-
drukt in V/cm), en à.e l nè:'. ing van het produkt. De l:'l.c1ing v::1n hot 
proè.ukt v!Ordt gegeven door c~e algebraische3 som è.er geladen groe-
pen, ve rmenigvuldigd met hun respektieve dissociatiegraaè . 
Deze t echniek hebben wij a lleen voor analytische docl~ inden 
aange~renè. . Op cU e manü:! r ko.n de l ading van een produkt l ij een 
bepaalde pH geschat worden a ls Men f e loopsnelhe i~ vergelijkt 
met een strukturee l ve r want pro~ukt met geken~e lading bij deze 
pH. 
2.2.3.2. Resultaten. 
Uit het bee l d van de papiere lektroforese kunne n wij aflei-
den dat ,.::.e komponenten I, II en IV minstens 2 dissocieer bare 
IJroepen hcbl:-,en. De pK-v·Jaar~.en van deze groepen zullen \.-7~ inig 
v~n e l kaar afwijken. 
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2.2.4. UITWISSELINGSCHROMATOGRAFIE. 
2.2.4.1. Principe. 
Bij uitwisselingschromatografie worden ionen uit de oplossing 
uitgewisselè. tegen ionen gebonQen op een drager. 
Tf7ij gebruikten als nrager voor kationuit"torisseling Do\Arex 
SON x 4 (200-400 mesh) in de (H+J -vorm. Voor anionui:wisseling 
gebruikten "to7ij Do\orex 1 x 4, 200-400 mesh in de (ncoo j -vorm. 
Beide types drager bestaan uit een driedimensionaal net\'rerk 1 ge-
vormd door polymerisatie van styreen en divinylbenzeen in be-
paalde verhoudingen. De hoeveelheid èivinylbenzeen in het meng-
sel bepaalt de vernettingsgraan van het einnprodukt. 
-eH- H - CH-CH-2 . 2 CH-
n + > 
De kopolymerisatie van styreen en è.ivinylbenzeen kan gebeuren 
in ~Taterige suspensie in aanwezigheid van een katalysator zoals 
~jenzoylperoxide. De grootte van de gevormde parels is afhanke-
lijk van kontroleerbare milieu-faktoren. 
Door scheikundige behandeling kunnen nu zure of basische 
groepen ingevoerd worden. Door direkte sulfonatie, in nitro~ 
benzeen bvb., kan tot één sulfengroep per aromatische ring inge-
voer~ \IToràen. Dit geeft een goede kationuitwisselaar, die schei-
kunè ig zeer stabiel is, en zelfs bij l00°C kan gebruikt worden. 
• .. 
De gebruikte Do\ATex SOY-7 bevatte 4 % èivinylbenzeen, met een uit-
v.risse lingsknpaci tei t van 5 1 2 milliëquivalenten per gram è.roog 
gev:richt. 
1 
m 
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Oe polystyreen drager kan een anionuit\tdsselaar IJTOrden 
door reaktie met chloromethyl-methylether in aanwezigheid 
van zinkchloride a~s katalysator, gevolgd door een reaktie 
met een tertiair amine ; hierbij \·Tordt de eerst-ingevoerde 
chloromethyl substituent vervangen door een quaternaire 
aromoniumbase (MORRIS en MORRIS, 1963). De gebruikte anion-
uitwisselaar, Dowex 1, draagt trimethylammonium als ~ktieve 
groep, met 4 -% divinylbenzeen in het polystyreen-netwerk en 
een uitwisselingskapaciteit van 3 1 5 meq. per gram droog ge-
\<1icht. 
In zijn eenvoudigste vorm kunnen wij de uitwisselings-
+ -r eaktie van een opgelost zout A z met een kationuitwisselaar 
+ -B D als volgt voorstellen 
A+Z- + B+D- > B+Z- + 1\+D-
' 
De even~Jrichtskonstante van de ze reaktie \<Jordt gegeven door : 
waarbij (At) en ~~ de konc.entratiGs en fA+ an fB+ de aktivi-
tcitsko~fficilnten zijn van de ionen gebond~n aan 1de drager. 
("' ),~-+)respektievelijk f A+, fB+ de koncentraties en aktiviteits-
koëfficiënten van de ionen in oplossing. De aktiviteitskoëffi-
ciënten zijn sterk afhankelijk van de natuur van de drager en 
van de samenstelling van de omringende vloeistof. 
2.2.4.2. Experimenteel • . 
De scheidings- en zuiveringsmogelijkheden van de onder-
zocht <2 onbekende produkt en door ionuitwisseling 1 hebben lflij · 
c::xpe rimenteel nagegaan. Daarbij hebben wij ons laten inspire-
r~n door h.eschreven methodes voor de sche iding van nuklein~~ 
~uurderivaten en van -aminozuren. 
/ 
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2.2.4.2.1. Anionuitwisseling op Dowex 1 x 4 
(HCOO-) 200-400 mesh. 
Een veel gebruikte methode om nukleotide-materiaal te 
scheiden gebeurt als volgt _ (HAMILTON, 1957). 
Een weefselextrakt wordt behandeld met aktieve kool, 
hierbij worden o.a. de nuklcotiden en hun de·rivaten geadsor-
beerd. Desorptie gebeurt gewoonlijk met verdunde ammoniak-
oplossingen. Het effluens van de aktieve kool wordt na kon-
centratie op een Dowex 1 kolom gebracht in de (HCOO-)-vorm. 
Elutie gebeurt nu met stijgende koncentraties mierenzuur en 
arnmoniumfonniaat.BRO~~ (1962) kon met deze methode de nukle-
otiden van erwtenzaden scheiden in 17 pieken die soms meerdere 
. produkten bevatten. 
Onze produkten \-Jorden bij het doorlopen van een Dowex 1 
. kolom niet weerhouden, z.e worden met gedestilleerd water door-
gespoeld. 
Alle nukleotiden, een reeks kleurstoffen e~ bepaalde 
amino~urcn \'lorden op deze manier verwijderd uit het mengsel. 
Dit doorstromen door een Dowex 1 kolom hebben wij ook 
aangewend bij het verder zuiveren van de 4 komponenten~ Vooral 
de labiele komponenten I en III geven na korte tij.d een b-ruine 
verkleuring, deze gekleurde afbraakprodukten werden verwijderd 
met Dmt~ex 1. Asparagine, dat zeer moeilijk te verwijdoren 'is 
van kompenent II, werd na omzetting tot a~paraginezuur ook ver-
wijd~rd met Do"rex 1. Daarbij worden chloorionen en andere an-
ionen uitgewisseld voor het formiaation 1 r dat eenvoudiger te 
ven.rijderen is. Uit preparaten, bekomen na scheiding door te-
genstroomverdeling (sektie 2~2.2.2.), werden sulfaationen op 
dezelfde manier -verwijderd. 
2. 2. 4. 2. 2. Kationuit~isseling op Dowex 50 w x 4 (n+) 
200•400 mesh, 
De scheiding van .aminozuren door uitwisselingschromato-
grafie \A7erd vooral door HOORE en STEIN bestudeerd. Hun indruk-
wekkend werk heeft gele id tot een systeem voor kwantitatieve 
ft. F.l. W, Gent 
Bibliothee.k 
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scheiding en bepaling van meerdere tientallen aminozuren. Dit 
systeem werd volledig geautomatiseerd en is de basis voor de 
moderne "amine acid analyserN. Voor een uitgebreide bespre-
king van dit werk kan verwezen worden naar HAMILTON (1957). 
Het TCA-extrakt van en-Jtenkiemen hebben wij eerst gezui-
verd op Dowex 1-(HCOO-)~ Het materiaal dat met water elueerde, 
hebben wij ingedampt en op een Dowex 50 kolom x 4 (H+) 200-400 
mesh, 100 cm hoog en 1,5 cm diameter gebracht. Elutie gebeurde 
met HCl in een stijgende gradiënt tot 2 N. De UV-transmissie 
van het eluens werd hierbij automatisch geregistreerd door een 
Uvicord (LKB, zweden). Het elutiepatroon (Fig. 2) vertoonde 
5 pieken. 
Komponent III kwam voor in piek 3, komponenten I en II 
elueerden samen in piek 4, terwijl komponent IV niet terugge-
vonden werd. 
De samenstelling van de elutievloeistof hebben wij dan ge-
wijzigd, hierbij steunend op de goede scheiding van I en II 
door papierchromatografie in ethanol:water (80:20) en de plaats 
van elutie in het hierboven beschreven experiment. 
De volgende scheidingen gebeurden met èezelfde Dowex 50 
kolom. 
} 
Na het laden van de kolom werè eerst gespoeld met gedes-
tilleerd water, daarna geëlueerd met als solvent ethanol 95 % 
en HCl 0 1 75 N in verhouding 1:2 (v/v). Het geregistreerd elutie-
patroon vertoonde nu het beeld van fig. 3. Kompone~n I en II 
zijn nu gesche iden, IV wordt niet teruggevonden, terwijl I 
(piek 4) gedeeltelijk omgezet wordt en aanleiding geeft tot 
staartvorming. Het omzettingsprodukt van I onderscheidt zich 
van het oorspronkelijk produkt door veranderde Rf-waarden bij 
papierchromatografie en veranderde UV-spe~tra, Het hars Dowex 50, 
is thans niet meer verkrijgbaar 1 het \-Terè. vervangen door Dowex 
50 w. Dit nieuw preparaat word verkregen met eert nieuwe sulfena-
tie-techniek waarbij de kapaciteit verhoogd wordt en minder on-
zuiverheden geabsorbeerd blijven, Dowex SO W is dan ook minder 
gekleurd . Herhaling van de sch~iding op Dowex 50 W met het 
ethanol-Hel solvent gaf niet hètzelfde resultaat. De komponenten 
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I en II kwamen terug voor in dezelfde piek. Gezien echter de 
mogelijkheden die' wij ondertussen hadden voor de scheiding van 
komponenten I en II door tegenstroomverdeling of preparatieve 
dunnelaagchromatografie, gebruiken wij nu de volgende methode. 
Het hars 1 dat in de (H+)-vorm in de handel is, wordt ge-
zuiverd door 6 uur refluxen me t 4 N HCl. Daarna wordt het gron-
dig gewassen met gedestilleerd water en aceton. Een kolom van 
4 cm diameter wordt 100 cm hoog gevuld. Gekoncentreerd dialy-
saat wordt op de kolom gebracht en onmiddellijk geëlueerd met 
een lineair stijgende gradiënt tot 2 N HCl, hiervoor wordt 5 1 
gedestilleerd water en 5 1 2 N HCl gebruikt. 
Een t~Teede lineaire gradiënt tot 6 N HCl wordt gemaakt 
met 1 1 2 N HCl en 1 1 6 N HCl. Het elutie-patroon wordt terug 
door een Uvicord geregistreerd . Een voorbeeld wordt getoond in 
fig. 4. 10 tot 12 pieken worden gevonden. In piek 3 vinden wij 
terug komponent III, in de kleine piek 4 vinden wij nu kompo-
nent IV, terwijl komponenten I en II samen voorkomen in piek 5. 
Wanneer b ij één scheiding meer materiaal ineens verwerkt wordt, 
verdwijnt piek 4 in de b reder wordende piek 5. 
2.3, B E S C H R I J V I N G VAN E E N V 0 L -
L E D I G E S C H E I D I N G E N Z U I -
V E R I N G. 
2.3.1. SCHEIDING VAN KOMPONENTEN I EN II + IV. 
565 gram kiemplanten van 6 dagen worden, na ve rwijderen van 
de zaadlobben, ingevroren. Na ontdooien is het weefsel volledig 
slap, he t wordt onmiddellijk uitgeperst in een roterende fruit-
pers~ Het perssap bevat 69 x 103 optische eenheden (gemeten bij 
260 nm), Na 48 uur dialyseren tegenover gedesti~leerd water, 
gaat 60 % van het UV-absorberend mqteriaal door de membraan ; 
hierbij wordt de buitenvloeistof r egelmatig ververst. Deze bui-
t envloeistof wordt nu gekoncentreerd in oen cycloon vacuum-
evaporator. De gekoncentreerde oplossing wor~t nu op de Dowex 50 W 
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Elutie-oatroon van een gekoncentreerd dialysaat op 
Dowex 50 (H+). Elutie met 2 lineaire gradiënten: 
van 0 tot 2 N HCl (10 1) en van 2 tot 6 N HCl (2 1). 
In vo11è ononderbroken lijn : de koncentratie HC1 die 
op de rechter schaal aangegeven wordt. De transmis-
sie van de elutievloeistof wordt aangegeven op de 
schaal links. 
_ .... - .... - opeenvolgende frakties van 3S ml. 
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kolom geabsorbeerd en geëlueerd met de lineaire HCl gradiënt. 
Piek 4 en 5 zijn niet gescheiden, ze bevatten samen 11(25 x 103 
optische eenheden. De frakties met pieken 4 en 5 worden samen 
dp:o;JedamptJ de laatste resten HCl worden venrij derd door kc-
destillatie met water. Bij koel bewaren van de gekonccntreerde 
oplossing werd een kristall_ijn neerslag gevormd , dit neerslag 
werd afgefiltreerd . Een deel van het neerslag werd opgelost 
in water e n spektrofotometrisch onderzocht. Het uitgekristal-
liseerd produkt absorbeer de geen UV-licht, na chromatografie 
wer d homoserine gevonden. 
Een verdere zuivering wordt bekomen door het materiaal 
door een Dowex 1 kolom t e laten vloeien (de Dowex 1 is in de 
(HCOO-)-vorrn). De kolom heeft een diameter van 1,5 cm en is 
40 cm hoog. Het effluens torordt gekoncentreerd waarbij kompo-
nent I gedeeltelijk uitkristalliseert. Dit neerslag wordt af-
gefiltreerd op een sinterglasfilter. De vloeistof wordt nu op 
platen met Al 2o3 gebracht zoals beschreven in s ektie 2.2. Na 
ontwikke len me t het aceton:wate r solvent worden de platen be-
keken onder een UV-lamp en de banden aangeduid me t potlood . 
De 2 banden worden achtereenvolgens afge~rabd met een 
scheermesje, het Al 2o3 gesuspendeerd in water en gestapeld 
in 2 kolommen. Het effluens van deze kolom wordt gestuurd door 
een Uvicord waardoor de uv-absorptie gekontroleerd wordt. 
De kolommen worden gespoeld met wate r t o t de extinktie lager 
is dan 0,2. 
2.3.2. ZUIVEREN VAN KOMPONENT I. 
De bekomen oplossing van komponent I wordt gekoncentreerd 
in een roterende evaparator en geabsorbeerd op een Dowex 50 W 
kolom, 1,2 x 65 cm, en geëlueerd met 0 1 4 N HCl. Na 450 ml komt 
het produkt als een brede piek t e voorschijn. Dit wordt op-
nieuw drooggedampt, he t HCl ve rwij der d door kc-destillatie 
met ttlate r 1 en door de Doltlex 1 ko lom gestuurd . 
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Het offluens van ~o Dowex 1 kolom wordt nu drooggedampt 
on sarnon met het eerder bekomen kristallijn neerslag opgelost 
in con minimum hoeveelheid kokend dubbel gedestilleerd water, 
Na langzaam afkoelen wordt het neerslag afqefiltreerd op een 
sinterglasfilter en gespoeld met absolute · alkohol en acetpn, 
410 mg fijne kri stallen werden bekomen. 
Als zuiverheidskriterium wordt de extinktie gemeten bij 
het èbsorptiemaximum in funktie van het gewicht van droog neer-
slago Dit preparaat gaf een extinktie van 64,83 berekend voor 
een orlossing van 1 mg in 1 ml en een optische weglengte van 
1 cno Verdere zuivering werd · bekomen door ornkristallisatie in 
eon mengsel \'Tater/ethanol en water/aceton. De hoogst bekomen 
extinktie was 70 1 ~5. 
2.3,3, SCHEIDEN EN ZUIVEREN VAN KOMPONENTEN II EN IV. 
Drie opeenvolgende scheidingen van ruwe extrakten op Do-
\11ex 50 t·r werden uitgevoerd 1 er werden samen ongeveer 2 kg 
kiemen verwerkt. Na preparatieve dunnelaagchromatografie werd 
de l. 'and 't-Taarin de komponenten II en IV zitten van alle platen 
s~engevoegj en in een kolom uitgespoeld met dubbel gedestil-
lccrèl \-later. Dit cffluens \'Terd ingedampt en op de Do\'tex 50 ko-
lom van 65 cm gebracht en geëlueerd met 0 1 4 N HCl. Hierbij 
werden II en IV gedeeltelijk gescheiden (zie fig. 5). De slecht 
gescheiden frnkties \'terden een tweede maal gechromatografeerd 
op Dc\.;ex 50 N, de scheiding was nu bijna volledig. De samen-
gevoog~o frakties met komponent II werden drooggedampt en door 
ci,a___ Dov.1ex 1 kolom gestuurd. Het materiaal werd opnieuw droog-
<Jedampt- c.n opgelost in een minimum volume heet water. Na lang-
zaam afkoelen werd het gevormd neerslag afgefiltreerd op een 
sinterglasfilter. Het neerslag werd twee maal gewassen met 
100 % ethanol en op de filter opgelost in warm water. Aan de 
warme vlooistof werd ethanol toegevoegd tot een troebeling 
e ntstond en de vloeistof werd verder opgewarmd tot deze troe-
jy:üing verè.'1.1eeno Door langzaam afkoelen werc1. een kristallijn 
neerslag van produkt II bekomen. Op dit neerslag werd dezelfde 
~awarking herhaald met aceton in plaats van ethanol. 
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180 mg kleine kleurloze kristallen \'Terden bekomen met 
een extinktie van 33,69 berekend voor een oplossing van 1 mg 
per ml en een optische weglengte van 1 cm. 
Het afgezonderd produkt IV vTerd niet uitgekristalliseerd. 
Rekening houdend met de molaire o~tinktiekoëfficiënt en het 
molekulair gewicht van willardi!ne (zie hoofdstuk 5) werd on-
geveer 2 mg afgezonderd. 
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3. S T RU K T U U R 0 N D E R Z 0 E K V A N. 
========================================== 
K 0 M P 0 N E N T I. 
==================== 
3.1. I N L E I D I N G. 
Van de onderzochte produkten heeft komponent I het meest 
onze aandacht getrokken. Komponent I immers komt voor in de 
grootste koncentraties, tot meer dan 1 % van de droge stof. 
Het vertoont een uitzonderlijk hoge gevoeligheid voor UV-licht 
en is ook in zwak alkalisch midden zeer labiel. De kleurreak-
tie met ninhydrine vertoont ook een afwijkende kleur. De ge-
voeligheid van dit produkt is misschien de voornaamste re~en 
waarom het niet eerder beschreven werd in de literatuur, niette-
genstaande Pisurn sativum L. een dik,-tijls gebruikt proefobjekt 
is in plantenbiochemisch onderzoek. Enkele experimenten met 
komponent I werden reeds besproken door VAN PARIJS (1965). 
Sommige daarvan zijn essentieel voor de verklaring van de 
struktuur. In het perspektief van de uiteindelijke struktuur 
zullen deze gegevens besproken worden met vermelding van de 
bron. 
3.2. H E T U V - S P E K T RU M. 
Het absorptiemaximum vnn I ligt bij 265 nm, Het spektrum 
verandert niet tussen pH = 0 en pH = 6. Bij hogere pH ver-
schuift en stijgt het maximum langzaam tot bij pH = 9,5 waar 
het abs~rptiemaximum ligt bij 267 nm en een stijging van de 
absorptiekoëfficiënt genoteerd wordt van 7,8% (fig. 6). Het 
meest karakteristieke van het uv-spektrum is echter het breed 
absorptieminimum tussen 195 en 215 nm. Het absorptiespektrum 
kan ve.r'1,e l e.kcm wc-.rnen ~!"\t dit van sommige uracilderivaten, 
het wijst op een vergelijkbare chromofora groep. Het breed 
absorptieminimum komt voor bij 6-amino-uracilderivaten en bij 
3-isoxazolin-5-on derivaten, beide heterocyklische strukturen 
vertonen eenzelfde chromofora groep : 
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15000 ~----~----~----~----~----~----~ 
Fit:'r. 6 
À (nm) 
UV-absorptie-spektru~ van komponent I in water 
b ij piT = 2 (A . = 265 nm) en bij pH = 10 
(A , = 2 6 7 nilif·; In ordinaaJc : de molaire 
lJJé.l.Xk . ( ) ex cln ·tle s • 
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0 0 
H iJ 4 0 J 
0~1 m2 ~2 N N H 
I I 
R R 
6-amino-uracil-derivaat 3-isoxazolin-5-on-derivaat 
De bathochrome verschuiving over 2 nm van Àm~~ in licht 
alkalisch midden, is analoog met het gedrag van 6-amino-u~acil- . 
derivaten. Deze kleine verschuivingen van het uv-spektrum kunnen 
echter ook veroorzaakt worden door dissociaties van substituanten ; 
zo gaat de depratonatie van de vrije aminogroep van willaràilne 
(1-alanyl-uracil) gepaard met een bathochrome verschuiving van 
Àrnax over 3,5 nm. 
3.3. HET LABIEL K.A R .A ~TER. 
Komponent I wordt zeer vlug omgezet in oxyderand milieu, 
in zwak alkalisch midden beven pH = 9 1 in sterk zuur bij hogere 
temperatuur, en onder invloed van UV-licht. Deze omzettingen 
gaan gepaard met het verdwijnen van het oorspronkelijk uv-spek-
trum. Na oxydatie met periodaat en loodtetraäcetaat worden een 
reeks produkten gevormd met een gewijzigd absorptie-spektrum 
(zie sektie 3.6.4.2.). Deze eigenschappen van komponent I 
hebben we vergeleken met de eigenschappen van 6-amino-uracil-
derivaten en 3-isoxazolin-5-on derivaten. 
3.3.2. LABILITEIT IN ALKALISCH MIDDEN. 
De dalin0 van het uv-spektrum in alkalisch midden vertoont 
een logaritmisch verloop. De halveringstijd van de extinktie bij 
270 nm hebben wij bepaald in o,ol N NaOH en in een bufferoplos-
sing van 
bruikt. 
pH = 10, 
pH = 10. Als buffer werd een NaHco3-Na2co3 systeem ge-
De halveringstijd werd grafisch bepaald op 2 uur 10' bij 
en op 6 min bij pH = 12. Een gelijkaardig gedrag wnrdt 
in de literatuur beschreven voer het aglucon van vicine (2,6-
diamino-4,5-dihydroxypyrirnidine, formule 18) (BENDICH en CLEMENTS, 
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1953) en voor het aglucon van convicine (5-hydroxy-6-amino-ura-
cil, formule 19) in neutraal midden. Vicine en convicine komen 
voor in Vicia faba L. i ze werden eerst beschreven door RITTRAU-
SEN in 1870 respektievelijk in 1881, de struktuur ervan werd de-
finitief bepaald in 1953 respektievelijk 1968 (BIEN en medewer-
kers, 1968). Voor 5,6-diamino-uracil bepaalden wij een halve-
ringstijd van 46 min bij pH = 10 en 12 min bij pH = 12. 
Volgens BENDICH en CLID1ENTS (1953) is dit labiel karakter 
algemeen voor pyrimidinen met een -OH of een -NH2 groep op ·de 
plaatsen 4,5 en 6 i deze l abiliteit in alkalisch milieu gaat 
gepaard met een reducerend verrno~en ten opzichte van fosfomo-
lybdaat en 2,6-dichlorofenolindofonol. Een 5-0H groep zou rea-
geren met ammonia:kaal Fec13 • Deze twee testen op het reducerend 
vermogen werden uitgevoerd op kompenent I met positief resultaat, 
de reaktie met ammoniakaal Fec13 was negatief (VAN PARIJS, 1965)n 
Deze gegevens leidden VAN PARIJS tot de veronderstelling dat 
kamponent I een derivaat van 5,6-diamino-uracil was. 
In sterk alkalisch midden (1 M KOH) verdwijnt het absorptie-
spektrum vankomponent t bijna onmiddellijk, daarna verschijnt er 
geleidelijk een nieuw spektrum met een À = 257 run (fig. 7)o 
. max 
In zwakker alkalisch midden (0,1 M KOH) gaan deze omzettingen 
langzamer en wordt er eerst een ander spektrum gevormd met een 
Àmax = 230 nm (fig. 8). Bij aanzuren verdwijnt hetspektrum mot Àmax 
= 257 nrn en er ontsta?..t een nie uw SP(~ktrum rnc t À = 230 nm. De ze ~ · m~x 
laatste omzetting is reverniebel. Sommige 6-~mino-ura.cilderivë\ten (l::Ig-
voorbeeld 5, 6-diamino-ur.J .. cil) vertonen in deze voorwaarden al-
leen het irreversiebel verdwijnen van het UV-spektrum. 
Het gedrag van isox~zolin-5-on derivaten in dezelfde omstan-
digheden is beter te vergelijken met het gedrag van komponent I 
(zie verder sektie 3.3.4.). 
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3,3,3, FOTOLYSE, 
Door bestraling met UV-licht daalt het spektrum van I 
zeer vlug : na 12 min bestralen is 50 % van het oorspronke-
lijk spektrum verdwenen. Uridine moet in dezelfde omstandig-
heden 5 uur bestraald worden om het spektrum met 50 % te doen 
dalen. 5,6-diamino-uracil is in die voorwaarden ongeveer 10 
maal stabieler dan uridine. Derivaten van 5 1 6-diamino-uracil 
en andere amino-pyrimidinen vertonen eenzelfde stabiliteit ten 
opzichte van uv-licht (VAN PARIJS, 1965), 6-amino-thymine ver-
toont een gevoeligheid voor uv-licht van dezelfde grootte orde 
als I, maar dan alleen in alkalisch midden. 6-amino-thymine 
is, zoals verwacht, stabiel in alkalisch midden in afwezigheid 
van UV-licht. Andere produkten met een analoog gedrag ten op-
zichte van UV-licht, werden niet gevonden in de literatuur. 
3.3.4. VERGELIJKING MET HET LABIEL KARARTERVAN ISOXA-
ZOLIN-5-0N DERIVATEN. 
Onze vroegere werkhypotese, dat komponent I een derivaat 
van 6-amino-uracil was, hebben wc definitief moeten opgeven 
na opname van een N.M,R.-spektrum (sektie 3,8,1,), bepaling van het 
molekulaire gewicht door cryoskopie, (sektie 3,7,) en het vinden 
van a-amino-6-acetylamino-propionzuur als omzettingsprodukt 
(sektie 3,6.3,3.). 
DE SA.RLO en RENZI (1966) beschreven omzettingen van isoxa-
zolinderivaten welke ze hadden gesynthetiseerd (DE SARLO en mede-
werkers, 1966). Sommige derivaten zouden in alkalisch midden 
aanleiding geven tot een malenzuurderivaat : 
0 
OH 
CH 3 I 
CH -NH-CO-CH-COO 3 
E 
l o 
200 220 21.0 260 210 300 320 
), {nm) 
Fig. 7 : Evolutie van het UV-spek-
trurn van komponent I in 1 N KOH. 
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Fia. 8 : Evolutie van het UV-spek-
trum van komponent I in 0 1 1 N IWH. 
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Fiq. 9 : . Evolutie van 
het UV-spektrum van 
2,4-dimethyl-isoxazolin-
5-on in 1 N KOII. 
De inkubatietijden zijn aangeduid in de figuur. 
- 53 -
Dit produkt kon door verhitten gedecarboxyleerd worden. 
De gevoeligheid tegenover UV-licht van deze produkten werd door 
deze auteurs niet onderzocht. 
Ge!nspireerd door dit werk, hebben we na alkalische omzet-
ting van komponent I, de omzettingsproduktcm verder onderzocht.: 
5 mg I werd opgelost in 1 ml 1 ~1 KOH, na 30 min inkubatie bij 
kamertemperatuur werd de oplossing geneutraliseerd met HClo4 , 
het geprecipiteerd KC104 verwijderd, en de vloeistof chrry,mato-
grafisch onderzocht. Een band met Rf = 17 in butanol/azijnzuur/ 
water {60:15:25) vertoonde a-aminozuureigenschappen, bij elektro-
forese bij pH = 7 vertoonde dit produkt een negatieve lading . 
Na droog verhitten bij 170°C gedurende 2 uur, was er gedeeltelijke 
omzetting tot een produkt dat bij pH = 7 ongeladen was. We heb-
ben gepoogd deze beide produkten te identificeren (zie sektie 
3.6.3.3.). Deze omzettingen zijn zeer analoog met deze van 
3-isoxazclin-5-on-derivaten beschreven door DE SARLO en RENZI 
(1966). 
over de UV-gevoeligheid van isoxazolin-5-on-derivaten von-
den wij onvoldoende gegevens in de literatuur. Dank zij de be-
reidwilligheid van Dr. F. DE SARLO, kenden we een rechtstreekse 
vergelijking maken met 2,4-dimethyl-3-isoxnzolin-5-on. Naast 
een zeer analoog lW-spektrum, vertoont dit produkt een gevoelig-
heid voor UV-licht die praktisch identisch is met de gevoeligheid 
van komponent I. 
Fig. 10 toont het geleide lijk verdwijnen van het uv-spektrum 
van komponent I en van 2,4-dimethyl-isoxazoUn-5-on na verschil-
lende belichtingstijden in i dentische voorwaarden. Het gedrag 
van komponent I in sterk alkalisch midden (fig. 7) hebben we 
eveneens rechtstreeks vergeleken met het synthetisch 21 4-dimethyl-
isoxazolin-5-oR. De evolutie van het uv-spektrum van dit s~the­
tisch produkt in 1 M KOH wordt weergegeven in fig. 9. 
- 54 -
e r-~------~~------------~--------~~----------------~ 
-Fia. 10 
Om . 
Om 
2m 
200 220 240 320 
(À nm) 
Evolutie van het UV- spektrum van komponent I 
(links) en van 2,4-di~ethyl-isoxazolin-5-on onder bestra-
ling met UV- licht (À = 253,7 nn). De bcstralings-
tijden zijn aangegeven in de figuur in minuten (m) • 
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3,3,5, BESPREKING, 
Het gedrag in alkalisch midden, en de grote gevoeligheid 
voer UV-licht van komponent I, blijken zeer karakteristieke eigen-
schappen te zijn. Een gelijke labiliteit in alkalisch midden 
van een heterocyklische ring werd beschreven voor het aglucon 
gedeelte van twee natuurprodukten gclsoleerd uit planten : 
nicine en convicine. Deze produkten kunnen gehydrolyseerd worden 
tot glucose en respektievelijk 2,6-diaminc-4,5-dihydroxypyrimi-
dine (formule 18) en 5-hydroxy-6-amino-uracil (formule 19), 
0 0 
OH 
HN 
H2NlN NH 2 0(N NH2 
Formule 18 H Formule 19 
Deze produkten ondergaan echter geen fotolyse onder invloed 
van UV-licht, Slechts êên gekend produkt, 6-runino-thymine (formu-
le 20), vertoont een gevoeligheid voor UV-licht welke vergelijk-
baar is met komponent I, 6-arnino-thymine vertoont deze hoge ge-
voeligheid voor UV-licht echter alleen in alkalisch midden en 
is daarenboven stabiel in sterk alkalisch midden in afwezigheid 
van UV-licht, 
HN 
a( 
0 
N 
H 
Formule 20 
Het ontstaan van een nieuw uv-spektrum in 1 M KOH wordt 
voor geen enkel uracilderivaat vermeld, het werd ook niet vermeld 
voor isoxazolinon derivaten, 
In 1 M KOH evolueert het uv-spektrum van 2,4-dimethyl-3-iso-
xazolin-5-on tot een nieuw spektrum, Deze spektrafotometrische 
veranderingen verlopen nagenoeg op dezelfde wijze.als voor kom-
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ponent I. Het nieu~r gevormde spektrum verdwijnt na korte tijd, 
in tegenstelling tot het nieuw gevo~de spektrum van karnponent I. 
Dit verschil kan veroorzaakt worden door de aanwezigheid van een 
substituent op c-4. 
De gevoeligheid voor uv-irradiatie werd vooral onderzocht 
voor de komponenten van nuk.leinczuren. Dit staat in verband met 
de invloed van UV-licht op levende org~nisrnen onder andere door 
het veroorzaken van mutaties. Deze eigenschap is dan ook veel 
belangrijker voor natuurprodukten dan voor syntetische produkten. 
De waargenomen hoge gevoeligheid van kamponent I voor 
UV-licht, kon alleen vergeleken worden met de gevoeligheid van 
het syntetisch 6-amino-thymine in alkalisch midden. Komponent I 
blijkt het meest uv-gevoelige natuurprodukt te zijn. 
Fotochemische omzettingen van heterocyklische 5-ringen gaan 
soms gepaard met plaatsverwisseling van twee ring-atomen. Zo 
kunnen isoxazol-ringen aanleiding geven aan oxazol-ringen. Deze 
reakties werden bestudeerd door SINGH en ULLMANN (1967). Volgens 
deze auteurs wordt er als tussenprodukt een azirine-ring gevormd 
~r h;ArZ>-M Ar hv Ar-. ~ ( 
À = 334 nm \\_ À ~ 313 nm 0 0 
isoxazol azirine oxazol 
De gevormde azirine-ring wordt nu verder omgezet tot een 
oxazol- of terug tot een isoxazol-ring, afhankelijk van de golf-
lengte van het UV-licht, volgens bovenstaand schema. 
De snelheid waarmee deze isoxazol-ring omgezet wordt onder 
invloed van UV-licht is ongeveer vijf maal kleiner dan de snel-
heid van de fotolyse van uridine. De verdere omzettingen van de 
azirine-ring gaan ongeveer twintig maal sneller dan de fotolyse-
reakties van uridine. Deze laatste omzettingssnelheid is analoog 
met de fotolyse van kamponent I. 
. 
• 
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3.4. H E T a - AM I N 0 Z U U R K A R A K T E R. 
Het a-aminozuur karakter van I werd aangetoond door enkele 
specifieke kleurreakties. 
De ninhydrine-reaktie kan uitgevoerd worden na pnpierchroma-
tografie, dunnelaagchromatografie of elektroforese. De papierstro-
ken of de platen worden bespoten met een 0,2 % ninhydrine-oplos-
sirig in aceton of alkohol. Na drogen van de chromatograrn reageren 
a-aminozuren bij kamertemperatuur en verschijnen doorgaans als 
paarse vlekken. Verhitten bij 100°C gedurende 3 minuten versnelt 
zeer sterk het ontstaan van de kleur, in deze voorwaarden is de 
reaktie echter minder specifiek (SMITH, 1960) en gaat door met 
alle primaire en sekundaire aminogroepen gehecht op een alifatisch 
koolstofatoom. Aminogroepen rechtstreeks gebonden op purinen of 
pyrirnidinen, zoals in 6-arnino-uracil, reageren niet in deze meer 
drastische voorwaarden. 
Komponent I reageert bij kamertemperatuur met ninhydrine, 
de kleur ontstaat even snel als bij a-aminozuren. De gevormde 
kleur is echter niet paars zoals bij de meeste a-aminozuren, maar 
oranje-rood. Deze kleur is weinig stabiel en gaat langzaam over 
in een meer normale paarse kleur. In dit verband kunnen wij ver-
wijzen naar de overwegingen van SPRINGER en medeworkers (1965). 
Deze auteurs synthetiseerden een aantal pyrimidyl-alanyl-derivaten. 
Na reaktie met ninhydrine geven deze produktcn een paarse kleur 
indien de alanyl-groep twee c-atornen verwijderd is van de ring -N, 
een oranje-rode kleur indien de alanyl-groep één c-atoorn verwij-
derd is van de ring-N, en een bruingele kleur indien de alanyl-
groep tussen bree ring-NN staat. 
De kleurbaarheid met ninhydrine is ook van andere faktoren 
afhankelijk. Zo geeft lathyrine een oranje-rode kleur, terwijl 
het gehydrogeneerd produkt, tetra-hydro-lathyrine, een paarse kleu-
ring geeft met ninhydrine. De oranje-rode kleuring van I vinden 
wij ook niet terug na bestraling met UV-licht of behandeling met 
alkali. Ninhydrine-roaktic in oplossing, in aanwezigheid van 
Snc12 , geeft ook onmiddellijk de paarse verkleuring. 
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Ninhydrine-reaktie in aanwezigheid van metaalionen zoals 
Cu++laat een meer betrouwbaar onderscheid toe tussen a-aminozu-
ren en anuere aminogroepen dan de r eaktie bij kamertemperatuur. 
a-aminozuren vormen met Cu++_ionen chelaten, andere aminogroe-
pen niet. 
0 
c--o 
.-? 
Na chromatografie in aanwezigheid van cuco3 vertonen a-amino-
zuren een ge\>Tijzigde nf-waarde (in neutrale solvcnten ), de reaktie 
met ninhydrino geeft slechts een licht oranje kleur na verhitten 
bij l05°C (SMITH, 1960). Andere aminogroepen vertonen een onge-
wijzigde Rf-waarde en ninhydrine-kleuring. 
Dit onderscheid tussen a-aminozuren en andere aminogroepen 
kan ook aangetoond worden na besproeien van de chromatogram met 
een Cu(N03 ) 2-rcagens (0,25 % Cu(N03 ) 2 • 3 H2o, 2 % CH 3coONa anhydr. 
in methanol) (LARSEN en KJAER, 1960). 
De a-aminozuren vertonen na deze behandeling een sterk ver-
minderde kleurbaarheid met ninhydrinE~ ; ancere aminen vertonen een 
bijna ongewijzigde kleur. 
Beide methodes werden toegepast op I, waarbij duidelijk een 
a-aminozuur karakter aangetoond werd. 
De ninhydrine-reakti~ kan ook kwantitatief uitgevoerd word~n 
(zie sektie 3.6.~.1.). 
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3.5. T I T RAT I E S. 
3.5.1. SPEKTROFOTOHETRISCH. 
De spektrafotometrische titratie van I, volgens de methode 
van SHUGAR en FOX (1952), werd beschreven door VAN PARIJS (1965). 
De pK van de enolisatie van de uracilring in I werd bepaald op 
7,9. 
3.5.2. POTENTICMETRISCHE TITPATIES. 
3.5.2.1. Algemeen. 
De potenticmetrische titraties werden uitgevoerd met een 
pH-meter 22 (Radiometer, Kopenhagen), een glaselektrode type 
G202B en een kalomeloktrode type KlOO van dezelfde firma. Een 
"Agla" mikroburet van 500 ~1 inhoud was gemonteerd in een mikro-
meter (Shardlaw Micrometers, Sheffield, Engeland) met een gra-
duering per 0,2 pl. De buret monddo uit, langs een kapillair, 
onder het vloeistofoppervlak. Voor titra~ies met NaOH werden 
alle vloeistoffen bereid met vers uitgekookt dubbel gedestil-
leerd water, èe titratiev+oeistof werd afgesloten van de lucht 
met parafilm, en koolzuurvrije stikstof werd boven het vloeistof-
oppervlak geblazen. Na elke titratie werd ~en blanke-titratie 
uitgevoerd, een korrektie werd ingevoerd voor de volumetoename 
van de titratievloeistof. 
Er werden vier titraties uitgevoerd, drie met NaOH, waar-
van één in 10 % formol en één titratie met HCl. 
3.5.2.2. Titraties met base. 
Bij de eerste titratie werd 20,35 mg I opgelost in 10 ml 
uitgekookt dubbel gedestilleerd water, en onder voortdurend 
magnetisch roeren getitreerd met vers bereid 0,040 N NaOH. De 
oorspronkelijke oplossing had een pH = 5 1 08 1 er werd getitreerd 
tot pH = 10,36 met kleine intervallen, in totaal werden 84 bu-
retstanden en pH-waarden genoteerd. 
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De blanke werd in identiek dezelfde omstandigheden bepaald, 
Tussen pH = 5 1 08 en 10,20 werd netto 3t020 ml titervloeistof 
gebrqikt of 0 1 1208 milliëquivalenten• Het berekend equivalent 
qewicht is : 
3,o2ó m x o,o4o N = 20 35 mq o,f2o8 meq = 168,45 
Een tweede titratie werd uitgevoerd met dezelfde voorzor0en 
als de eerste. 9 1 99 mg komponent I werd opgelost in 10 ml water 
en ge titreerd met 0,15 N NaOH. In deze voo~1aarden moest de 
mikroburet niet gevuld worden tijdens de titratie, die nu ook 
sneller kon uitgevoerd worden. Er werden 54 buretstanden en ~H­
waarden opgetekend. De begin-pH was 5,42, er werd getitreerd tot 
pH = 10,55. Tussen pH = 5,42 en pH = 10,20 werd nu netto 0 1 402 ml 
NaOH verbruikt. Het berekend equivalent gewicht is nu : 
9 1 00 mg 
o,462 mi x o,i5o N = 165 , 67 
Het gemiddeld equivalent gewicht van deze twee titraties is 167 r06 o 
Grafisch kunnen wij een pK afleiden van 7,75, dit is 0 1 15 minder 
dan de spektrafotometrisch bepaalde pK (fig. 11). 
De titratie-kurven vertonen een bijna ideaal beeld, en vol-
doen aan de formule : 
PH = 7 75 1 konc. base 
' + og kcnc. zuur 
Theoretisch berekenen wij voor een titratie trajekt van 10 ~ base 
tot 90 % base een verschil in pH-waarde van log. 9 - log ~ = 
1 1 9085. Grafisch vinden wij voor hetzelfde trajekt een verschil 
in pH-waarde van 1,91. 
3.542.3. Formol titratie. 
In aanwezigheid van formaldehyde, wordt de pK van de amino-
groep van aminozuren verlaagd. Deze daling kan tot on~eveer 2 pH 
eenheden bedragen. Formoltitraties kunnen gebruikt worden cm 
groepen te titreren waarvan de pK te hoog is om in normale voor-
waa~dep te titreren. 
Een titratie werd uitgevoerd van 25,82 mg I in 3,33 M for-
maldehyde met 0,15 N NaOH. Er werden 123 buretstanden en pH-
waarden afgelezen. Tussen pH= 3 1 61 en 7,66 werd, na aftrek v an 
Fig. 12 
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de blànko 980 ~1 NaOH toegevoegd (fig. 12). Grafisch werd een 
schijnbare pK-waarde vnn 5,44 bepaald, Wij vinden terug een syrr.~· 
metrische kurve die goed overeenstemt met een theoretische titra-
tiekurve. Het veracbil in pH-waarde tueaan 10 t en 90 t dis-
sociatie ia nu 11 87 in vergelijkift9 met 11 9085 voor een theore-
tische kromme (zie vorige sektie), 
is : 
Het equivalent gewicht, afgeleid uit deze laatste titratie, 
25 82 mq 
o,98o mf x o,15ó N 
3,5,2,4. Titratie met zuur, 
= 175,65 
De pK van de carboxylgroep van de gewone aminozuren ligt 
tussen 1,83 (fenylalanine) en 2,36 (leucine) GREENSTEIN en WINITZ, 
1961), Bij de titratie met zuur hebben we er dan ook naar ge-
streefd een zo laag mogelijke pH te bereiken. 
88,28 mq I werd opgelost in 10 ml dubbel gedestilleerd wa-
ter, en getitreerd met 2 N HCl. Tussen pH = 5 1 15 en 1,27 werden 
85 buretstanden en pH-waarden opgetekend. Bij pH = 1,27 was de 
blanke-titratiewaarde 30 % van de brutowaarde, De blanke-ti-
tratie werd grafisch afgetrokken. 
Het resultaat van deze titratie werd ve~1erkt met het re-
sultaat van de tweede titratie met base tot een samengestelde 
titratiekurve, omgerekend tot dezelfde hoeveelheid produkt en 
dezelfde titer van zuur en base (fig. 11), 
3.5.2,5. ~espreking. 
De potenticmetrische pK = 1 1 15 1 wordt onder invloed van for-
maldehyde verlaagd zoals de pK van aminogroepen. Ne kunnen deze 
pK-waarde dan ook toeschrijven aan de deprotenatle van de a-amino-
groep. Deze depratonatie ~aat gepaard met een verandering in het 
UV-spektrum ; deze ·verandering is toevallig sterk gelijkend op dE~ 
depratonatie van 6-aminc-uracilderivaten, deze gaat eveneens go-
paard met een bathochrome verschuiving over 2 nm. De aanweziçheid 
van slechts één dissocieerbare groep tussen pH 5 en 11 wordt aan-
getoond door bepaling van het molekulnir gewicht, met behulp van 
cryoscopie (zie sektie 3.7.), en door het optreden van een evenwij- , 
dige verschuiving van de titratiekurve in aanwezigheid van formal-
dehyde. 
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Een dissocieerbare ryroep heeft normaal geen invloed op het 
uv-spektrum indien deze ~roep door twee alifntische c-atomen 
gescheiden wordt van de heterocyklische ring. In 1-alanyl-ura-
cil echter (komponent lV, zie hoofdstuk 5) veroorzaakt de depro-
tanatie van de a-aminogroep een bathochrome verschuiving van 
Àmax over 3,5 nm, de spektrafotometrische pK van deze deprota-
natie is a,o. 
Deze bathochrome verschuiving vnn À en de pK van de 
· max · 
depratonatie van de a-aminoryroep der komponenten I en IV zijn 
dus goed vergelijkbaar. 
De waarneming, dat de a-amino-groep invloed heeft op het 
uv-spektrum, wordt bevestigd ten eerste door het gedrag van het 
N-acetyl-derivaat van komponent I, waarvan het uv-spektrum niet 
verandert tussen pH 2 en 10 (zie sektie 3.6.2.2.)J en ten tweede 
door het UV-spektrum van komponent I in 3 1 3 M formaldehyde bij 
verschillende pH (fi~. 13), waaruit blijkt dat in deze voorwaar-
den de spektrofotornetrische pK even sterk daalt als de poten-
ticmetrische pK. 
In het zuur pH-qebied hebben we geen volledige titratie-
kurve kunnen bekomen. Steunend op het equivalent gewicht, 
bepaald door titratie met base, vinden we een pK ~ 1,5, Deze 
waarde is lager dan bij de gewone aminozuren, maar kan in ver-
band staan met het speciaal karakter van de heterocyklische ring 
van komponent I. 
3,6. C H E M I S C H E B E H A N D E L I N G E N. 
3 • 6 .1. ELEr-!ENTAIR l't.NA.LYSE • 
Een eerste analyse werd uitgevoerd door bemiddeling van 
Prof. E, LEDERER in de "Service Central de f.Ucroanalyse" te 
Parijs, met volgend resultaat : 
c : 41,06 % 
41,17 % 
H : 4,83 % 
4,86 % 
N : 15 1 98 % 
16,10 % 
Later beschikten wij over een "C-H-N-annlyser" model 185 van 
He\..rlett Packard. 
E 
- Fig. 13 
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Het toestel is uitgerust met een elektrobalnns (Cahn) 
waarvan de meetfout kleiner is dan 5 x 10-7 gram. Als an~lyse­
monster wordt 5 à 6,10-4 gram afqewogen. De balans geeft een 
elektrisch signaal aan de "recorder", waardoor de piekhoogte 
elektronisch gereduceerd wordt met een faktor ~ evenredig roet 
het gewicht van het monster. Het monster wordt gemenryd met een 
konstante hoeveelheid katalysator en met een stalen staaf in 
de verbrandinqsoven ~ebracht die hermetisch afgesloten wordt. 
De verhrandin~soven is een kwartsbuis van 7 rnm diameter, 46 1 5 cm 
lnng. Na een minuut wordt de staaf verder doorgeschoven tot op 
de verbran~in0splaat~, deze wordt verhit op ll00°C. Het ei~de 
van de verbrandingsoven is gevuld met CuO om de verbranding 
eventueel te vervolledigen. Na verbranding worden de gassen met 
een heliurn-stroom (100 ml per minuut) door een reduktie-oven 
geleid, gevuld met fijn verdeeld metallisch koper. De reduktie-
oven wordt verhit op 540°C, hier worden de stikstof-oxiden ge-
r .3duceerd tot elementaire stikstof. De verbrandingsgassen wor-
den nu door een gaschromatograaf gestuurd, waar H2 , co2 en H2o 
gescheiden worden en gedetekteerd met een konduktometer. Op de 
"recorder" verschijnen drie pieken. De piekhoogte (of de cpper-
vl~kte) is rechtstreeks evenredig met het H-, c- en N-geh~ltc van 
het monster en wordt vergeleken met standaarden die onmiddel-
lijk ervoor of erna op9enomen worden. Een aantal blankebepalingen 
~rorden opgenomen met alleen katalysator. De verbrandin<Jskataly-
sator is een mengsel van Mno2 , wo3 en cr2o3 • 
Het preparaat werddrie maal omgekristalliseerd en gedu-
rende drie dagen gedroogd in een vacuumdessicatcr over P2o5 • 
On drie verschillende monsters, die afzonderlijk gelsoleerd 
en gezuiverd ~raren, werd elementair analyse uitgevoerd met 
onderstaand resultaat : 
Monster 1 : N 15,87 % : c 40 1 82 % : H : 5 1 03 % (4 bapaling~n) 
2 : N : 16,015 % : c : 11,67 % ; H : 5,44 % (2 bepaling~n) 
3 : N : 16 1 10 % : C : 42,97 % ; H : 4 1 99 % (2 bepalingen) 
Na een uur verhitten van het droog produkt bij ll0°C vinden wij : 
N : 16,10 % ; c 42,20 % 1 H : 4,695 % (2 bepalingen) 
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Voor de brutofonmule c6n8N2o4 vinden we teoretisch : 
N : 16,28 % : C : 41,86 % ; H : 4 1 68 % 
Uit de brutoformule berekenen we een teoretisch molekulair ge-
wicht van 172. Dit is in overeenstemming met het resultaat 
van de potenticmetrische titraties : 167,06 en 175 1 65. 
~·iet het teoretisch malekulair gewicht kunnen wij nu ook de 
molaire extinktie berekenen : 70,45 x 172 = 12.120. 
De waarde 70,45 was de extinktie van een oplossing van 1 mg I 
per ml en een optische 'lfteglengte van 1 cm (zie sektie 2.3.2.). 
3.6,2. SUBSTITUTIE-REAKTIES. 
3,6,2.1. Methylatie. 
Aan 1 mg I, opgelost in 2 ml H2o, wordt 20 ~1 dimethylsul-
faat toegevoegd bij kamertemperatuur. De pH \'lordt op 8 gehouden 
door toevoegen van 0 1 5 N KOH uit een mikroburet. De mikroburet 
wordt aangedreven door een motor, die bevolen wordt door een 
titrator (Radiometer, Kopenhagen). 
Na 30 minuten werd een monster op chromatagram gebracht, 
als solvent werd butanol:azijnzuur:water gebruikt. Het oorspronke-
lijk produkt was bijna volledig verdwenen. Er werden geen nieuwe 
uv-absorberende banden gevonden. 
3.6,2.2. Acetylatie. 
Acetylatie wordt dikwijls aangewend bij struktuuronderzoek. 
Met azijnzuuranhydride en katalysatoren kunnen vrije OH-groepen 
kwantitatief veresterd worden (THOMPSON en WOLFROM, 1957). Acety-
latie van aminozuren wordt uitgevoerd bij hoge temperatuur, waar-
bij de aminogroep veresterd wordt (GREENSTEIN en WINITZ, 1961), 
We hebben gepoogd de reaktie kwantitatief uit te voeren bij 
hoge temperatuur. 
Bij 5 mg I werden 2SO ~1 (CH3co) 2o gevoegd. Het inkubatie-
mengsel t·Terd overnacht bij 50°C en daarna 1 uur bij l00°C ge-
plaatst. Het produkt '"'erd drooggedampt, er werd opnieuw 250 ~ 1 
{CH3co) 2o toegevoegden verwarmd bij l00°C gedurende 1 uur. Daar-
na werd het menasel drooggedampt, opgelost in 1 rnl water en ge-
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lyofiliseerd en verder gedroogd in een vacuumdessicator. Elemen-
tair analyse van dit acetylatieprodukt gaf volgend resultaat : 
N: 9 1 99%; C: 41,5 4% 1 H: 3 1 91% (2 bepalingen). 
In vergelijking met de elementair analyse van het oorspronke-
lijk produkt (sektie 3.6.1.), waar we een N/C-verhouding hadden 
van 1/3, vinden we nu ongeveer een verhouding 1/5. Vermits een 
molekule I, twee N-atomen bevat, kunnen er dus twee acetylgroepen 
reageren met êên molekule I. 
Dit di-acetyl-derivaat vertoonde slechts een zeer lage UV-ab-
sorptie. Hieruit leiden we af, dat deze dubbele substitutie ge-
paard gaat met veranderingen in de heterocyklische ring. 
Het mono-acetyl-derivaat van I hebben we bereid op de vol-
gende maniera 
Wegens de onoplosbaarheid van komponent I in organische oplos-
middelen, hebben we de milde acetylatie uitgevoerd in een gekon-
centreerde waterige oplossing. 
75 mg kristallijn produkt werden opgelost in 5 ml water. .. On-
der voortdurend heftig schudden werd vijf maal 100 ~1 (CH3co) 2o 
toegevoegd met intervallen van 15 min. De reaktie werd gevolgd 
door v66r elke toevoeging een klein monster op chromatogram te 
brengen en achteraf ta ontwikkelen met het butanol:azijnzuur: 
water solvent (60:15:25). Het gevormde acetyldcrivaat vertoont 
in dit solvent een hogere Rf-\..raarde (O, 70). 
Na een tweede toevoeging van (cn3co) 2o, was het grootste ëeel 
van komponent I omgezet tot het acetylderivaat. Na vijf toevoe-
gingen was bijna geen oorspronkelijk produkt meer aan te tenen. 
Het reaktiemengsel werd gedroogd onder vacuurn en opgelost in 
een minimale hoeveelheid warme absclute ethylalkohol. Na lang-
zaam afkoelen werden de gevormde kristallen afgefilterd op een 
sinterglasfilter, en met hetzelfde oplosmiddel opnieuw omgekris~ 
talliseerd. 
Na drogen van het omgekristalliseerd produkt, werden 14,5 mg 
van het mono-acetylderivaat afgewogen. 
De elementair .analyso van dit produkt gaf volgend resultaat: 
N : 12 1 94 % ; C : 44 1 96 % ; H : 4,98 % (3 bepalingen). 
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De N/C-verhouèing is nu 1/4. De teoretische waarden voer het 
mono-acetylderivaat (N 2c8H10o5> : 
N : 13 1 08 % 1 C : 13,08 % : H : 4 1 67. 
Het UV-spektrum van dit produkt (fig.l4) is sterk gelijkend 
op dat van kamponent I in alkalisch midden. Het uv-spektrum ver-
andert praktisch niet tussen pH 2 en 10, het vertoont een maximvm 
bij 267 nrn en een minimum bij 232 nrn. De molaire extinktie (e) 
bij het maximum is 12.510, bij het minimum 720, 
Bij papierelektroforese bij neutrale pH, vertoont het produkt 
een negatieve lading. Op papier reageert het zeer licht met ninhy-
drine na langdurig verhitten van de papierstroken. 
Het acetylderivaat vertoont een iets hogere stabiliteit in 
alkalisch milieu (zie tabel 3, _blz. 84). 
3.6.2,3, Dinitrofenyl-substitutie. 
Fluor-2,4-dinitrobenzeen (FDNB) reageert met aminogroepen 
van eiwitten in voorwaarden, die de prim~ire struktuur van eiwit-
ten niet aantasten, Na hydrolyse van die gesubstitueerde eiwitten 
met 6 N HCl,. wordt het substitutie-derivaat van het eindstandig 
aminozuur gevonden naast het w-substitutie-produkt van de diami-
nozuren. 
!} 
F NH-CH-COOH 
N02 1f. N02 
+ NH -CH-COOH ) + HF 2 
N02 N02 
De substitutie gebeurt op de volgende manier (GHUYSEN en 
medewerkers, 1966) : 
Als reagens werd 130 ~1 fluor-2,4-dinitrobenzeen opgelost 
in 10 ml ethanol gebruikt. Een monster, bevattend 5 tot 
25 m~mcles -NH2-groepen, wordt opgelost in 20 ~1 1 % K2B4o7 ~ 
Er wordt 2 ~1 reagens toegevoegd, alles wordt gedurende 30 min 
in een waterbad bij 60°C geplaatst, en daarna wordt aangezuurd 
met 80 ~1 2 N Hel. De absorptie bij 420 nm is dnn bijna uitslui-
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tend te wijten aan de dinitrofenyl-gesubstitueerde NH2-groepen 
met een molaire extinktie van 5.200. 
De gebruikte volumes werden aangepast ~~n de beschikbare 
spektrofotometer-kuvetten. De volumes werden met een faktor 25 
verhoogd. Na 30 min inkuberen vinden wij 0 1 69 NH 2-groepen per 
molekule I. Na 1 uur inkuberen vinden wij 0 1 75 NH2-groepen per 
molekule I. Voor 3-alanyl-uracil vonden wij in dezelfde omstan-
digheden 0,78 NH2-groepen per molekule. (zie sektie 4.6.2.5.). 
Het resultaat wijst dus op de aanwezigheid van 1 vrije 
NH2-groep in een molekule I. 
Naast de kwantitatieve bepaling, hebben wij gepoogd de groep 
die met FDNB reageert, te bepalen. Na substitutie van een gro-
tere hoeveelheid produkt hebben wij hydrolyse uitgevoerd met 6 N 
He~, zoals met peptiden. 
5 mg I wordt opgelost in 2 ml 1 % boorzuur op pH = 8 ge-
bracht met KOH. 200 ~1 reagens wordt toegevoegd en 30 min ver-
warmd bij 60°C. Het reaktiemengsel wordt driemaal geëxtraheerd 
mat ether. De gevormde gele kleur blijft in de waterige fase, 
de overmaat reagens lost op in de etherfase. Dit hebben wij aan-
getoond door vergelijking der UV-absorptiespektra. Een gedeelte 
van de onderfase t•Terd op 2 chromatO<Jrammen gebracht en ontwik-
keld met ethanol:water (80:20) respektievelijk butanol:azijnzuur: 
water {60:15:25). Er was zeer weinig onveranderd produkt aan te 
tonen, te~1ijl êên duidelijk gele band gevonden werd. 
Dezelfde procedure hebben wij toegepast voor een reeks ami-
nozuren : fenylalanine, alanine, homoserine, a,S-diaminopropion-
zuur en andere. Met a,S-diaminopropionzuur werden merkwaardige 
resultaten bereikt. 
Na aanzuren met gekoncentreerd HCl (eindkoncentratie on-
geveer 4 N), worden de dubbel-gesubstitueerde diaminezuren ex-
traheerbaar met ether. Dit is niet het geval voor mono-gesub-
stitueerde diaminezuren (GHUYSEN en medewerkers, 1966). Na sub-
stitutie van a,B-diaminopropionzuur, aanzuren en extraktie met 
ether (driemaal) vinden wij een ether-oplosbaar produkt en een 
produkt dat achterblijft in de waterige _.,t:ase. N-a .chromatografie 
in butanol:pyridine:water (60:60:60) van de wate~;l.ge f_ase, vin-
.. ~ I' ~· . 
den wij een gele band met een Rf-waarde van 65 tot 70. Na bespui-
ten met ninhydrine en verhitten geeft deze band een bruinachtige 
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kleuring. 
Een gelijkaardige band hebben wij verkregen uitgaande van 
I, op de volgende manier. 
Het dinitrobenzeen substitutieprodukt-- van I werd in 6 N HCl 
opgelost en gedurende 2 uur verhit bij l00°C. Het hydrolysaat 
werd drooggedampt met een roterende vacuum-evaporator en 
de laat~te resten HCl werden verwijderd in een vacuum-dessicator 
over KOH. Het droog produkt werd nu op 3 chromatogrammen gebracht 
en ontwikkeld met het butanol:azijnzuur solvent. Wij vinden 2 gele 
banden met Rf = 59 en 79. Na bespuiten met ninhydrine en verhitten 
vinden wij een bruinachtige verkleuring van de band met Rf = 59 1 
de andere band verkleurt niet. 
De band afkomstig van I, met Rf = 59, hebben wij geëlueerd 
en chromatografisch vergeleken met de volgende produkten : het 
FDNB-substitutieprodukt van homoserine, het FDNB-substitutieprodukt 
van a,e-diamino-propionzuur (geëxtraheerd met ether in zuur midden) 
en het FDNB-substitutieprodukt van a,e-diaminopropionzuur (onoplos-
baar in ether in zuur midden). 
De chromatografische vergelijking gebeurde met de volgende 
solventen : 
a) tertiair amylalkohol, verzadigd met ftalaat buffer pH = 6 1 
0 1 05 M. Het chromatografiepapier werd vooraf gedrenkt in de buf-
fer, gedroogd, en daarna werden de produkten op de startplaats 
aangebracht. 
b) sekundair butylalkohol, verzadigd met dezelfde ftalaat-buffer als 
in a, het papier werd op dezelfde manier v66rbehandeld. 
c) n-butylalkohol, verzadigd met 0,1 % (g/v) ammoniakoplossing. 
d) n-butylalkohol:azijnzuur:water (120:30:50 v/v/v) 
e) n-butylalkohol:pyridine:water (60:60:60 v/v/v) 
In de vijf solventen was er een zeer goede overeenkomst in 
Rf-waarde van het produkt afkomstig van I en het ether-onoploshaar 
substitutieprodukt van a,e-diaminopropionzuur. Na behandeling met 
ninhydrine vonden wij ook telkens een identieke verkleuring. 
Het andere substitutieprodukt van I, dat na hydrolyse in 6 N 
HCl een Rf-waarde van 79 vertoont in het butanol:azijhzuur solvent 
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en geen ninhydrine-reaktie vertoont, hebben wij met dezelfde vijf 
solventen gechromatografeerd. In vier solventen was er terug een 
scheiding te zien. De Rf-waarden waren niet vergelijkbaar met 
Rf-waarden van de substitutieprodukten van de volgende aminozu-
ren : alanine, fenylalanine, homoserine en het digesubstitueerd 
a 1 8-diarninopropionzuur. 
De gevonden Rf-waarden van de substitutieprodukten afkomstig 
van I, voor de vijf hoger beschreven solventen, worden weergege-
ven in tabel 2-. 
Tabel 2 : Rf-waarden van de produkten bekomen na behandeling van 
erodukt I met FDNB, gevolgd door een behandeling met 
6 N HCl. 
Solvent1 Rf-waarden 
bruine band na ninhydrine-kleuring gele banden 
a 13 1,5 10 
b 60 64 70 
c 38 25 45 
d 53 78 
e 62 60 69 
1 : de samenstelling der solventen wordt weergegeven in de tekst 
sektie 3,6.2,4. 
3,6,3, AFBRAAKPRODUKTEN. 
3.6.3,1. Algemeen. 
Na omzetting van komponent I in alkalisch midden en na omzet- · 
ting onder invloed van UV-licht, kunnen geen UV-absorberende pro-
dukten .eer teruggevonden worden na chromatografische scheiding 
van het reaktiemengsel. Na bespuiten van deze papierchro~atogram­
men met een ninhydrine-oplossing (0,15 % in ethanol) vinden we 
op de ze chromatagrammen een reeks banden. 
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In zuur midden is komponent I merkelijk stabieler. Het 
produkt wordt praktisch onveranderd teruggevonden na een uur ver-
warmen in 1 N HCl of in 1 N a2so4, bij l00°C. Na hydrolyse in 
6 N HCl, zoals gebruikelijk voor de splitsing van peptidebindingen, 
vinden we geen onveranderd produkt terug. 
3.6.3.2. Afbraak in sterk zuur. 
Na hydrolyse van I in 6 N HCl, gedurende 18 uur bij 100°C 1 
vonden wij vroeger alleen banden die fluore•cecenonder UV-licht 
en banden die reageren met ninhydrine. Als wij een grotere kon-
centratie zeer zuiver produkt gebruiken, dan vinden wij 6~n of 
soms t~·me uv-absorberende banden en een reeks ninhydrine pos i tie-
ve banden waarvan één steeds in grotere koncentratie voorkomt. 
Deze meest intense ninhydrine positieve banè hebben we gelso-
leerd door papierchromatografie in butanol:azijnzuur:water 
++ (60:15:25) (Rf • 14). In aanwezigheid van Cu -ionen vertoonde 
dit produkt een sterk gewijzigde Rf-waarde en ninhydrine-reaktie. 
We hebben de Rf-waarden van dit produkt nagegaan in een 
reeks solventen, en deze vergeleken met de Rf-waarden van de ge-
wone aminozuren. In geen enkel geval vertoonden deze waarden 
een bevredigende overeenkomst. 
Bij vergelijking van de mobiliteit bij elektroforese vonden 
we, na 210 min bij 1.000 V en in een buffer met pH = 3 1 5 een 
migratie analoog met lysine (a,E-diamino-kapronzuur). Na verge-
lijking met andere diamino-monocarbonzuren, vonden we een volle-
dige overeenstemming in Rf-waarde met het synthetisch a,S-diamino-
propionzuur (Sigma, USl-'). 
Voor deze papierchromatografische vergelijking werden volgen~ 
de solventen aangewend : 
a) n-butylalkohol:pyridine:water (60:60:60 v/v/v) 
b) n-butylalkohol:ijsazijn:water (60:15:25 v/v/v) 
c) fenol:'t>later:ammonink (d : 0 1 88) (160:40:1 g/v/v) 
d) ethylalkoholn'later (80:20 v/v) 
e) ethylalkohol:water:ammoniak (d: 0,88) (180:10:10 v/v/v). 
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Het onbekende produkt vertoonde een totale overeenstemming 
met de vergelijkingastof in de vijf verschillende solventsyste-
men (Rf-waarde, kleur met ninhydrine, staartvorminginden e). 
Na behandeling in 6 N HCl (100°C) geeft produkt I dus aanleiding 
tot a,S-diaminopropionzuur. 
Uit het resultaat van de dinitrofenyl-substitutie (sektie 
3,6,2.3,) blijkt dat alleen de a-aminogroep vrij is in het oor-
spronkelijk produkt. We nemen dan ook aan dat de e-aminogroep 
van het vrijgestelde diaminopropionzuur ontstaat na degradatie 
van de heterocyklische ring. 
Een mildere hydrolyse van I hebben we uitgevoerd op de vol-
gende rnanier : 
10 mg I werden opgelost in 1 ml H2o + 1 ml rokend HCl en in 
een gesloten buisje verhit bij l00°C gedurende 2 uur. Het HCl 
werd verdampt, het droog produkt opgelost in water en door papier-
chromatografie gescheiden met het butanol:azijnzuur:water solvent. 
Er werden drie uv-absorberende banden gevonden met Rf-waarden = 
18, 35 en 57, Als wij de chromatagram verder laten lopen, entdub-
belt de band met Rf = 18. De nieuwe band met grootste Rf-waarde 
blijft het meest intens van de vier gevormde banden, De band met 
Rf = 35 was te weinig gekoncentreerd voor verder onderzoek. 
Het UV-spektrum van de drie onderzochte banden verteent een 
maximum bij 271 nm in neutraal midden, met een verschuiving naar 
274,5 nm bij pH = 12. De twee banden (1 en 2) met weinig ver-
schillende Rf-waarde <~ 18) vertonen nog een breed absorptie-
minimum (fig. 15), De halveringstijd bij pH= 12 is ongeveer 
25 minuten. Band 3 met Rf = 57, vertoont niet meer het breed 
absorptieminimum. De halveringstijd bij pH = 12 is nu ook merke-
lijk hoger (> 5 uur). 
Het voornaamste produkt (band 2) werd opnieuw behandeld 
met 6 N HCl (2 uur bij 100°C) en na droogdampen opnieuw gechrnma-
tografeerd. Het resultaat wijst op een verdere vernietiging van 
de heterocyklische ring met nieuwe vorming van a,S-dinmino-pro-
pionzuur als voornaamste afbraakprodukt. 
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De pK van het derivaat in band 2 werd spektrofotometrisch 
bepaald op 7, 9. Dit is dezelfde toYaarde als die van de originele 
komponent I. 
De vorming van deze produkten kunnen we niet volledig verkla-
ren. Misschien wordt de heterocyklische ring veranderd en blij f t 
de aminozuurzijketen ongewijzigd. Dit wordt bevestigd door een 
onqewijzigd?pK van de vrije aminogroep en door de mogelijkheid om 
__ nog a,e-diaminopropionzuur af te splitsen. 
3.6.3.3. Afbraak in alkalisch midden. 
De labiliteit van kamponent I in alkalisch midden werd uit-
voerig behandeld in sektie 3.3.4, Indien het afbraakschema van 
syntatische isoxazolin-5-on-derivaten volgens DE SARLO en RENZI 
(1966) ook geldt voor kamponent I, dan verloopt de degradatie 
van komponent I zoals in 
0 
onderstaand 
0 
11 
. c 
/ 
-0 
schema : 
0 ,. 
CH -NH-C-CH 2 3 
tH-NH; 
I -coo 
Na afbraak van komponent I in 1 N KOH vinden we inderdaad 
een produkt met a-aminozuur-eigenschappen (kleuring met ninhydri-
ne, chelaatvorming met cu++_ionen) en dat bij elektroforese een 
negatieve lading vertoonde. Na droeg verhitten van dit produkt 
vinden we naast het oorsprankelijk produkt een nieuw gevormd pro-
dukt dat ongeladen is in neutraal midden. Na behandeling van het 
eerstgenoemde produkt in 6 N HCl bij l05°C, kon papierchromatogra-
fisch a,B-diamino-propionzuur aangetoond worden. 
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Van de gevormde produkten was alleen het a,8-diamino-propion-
zuur beschikbaar in de handel (Sigma, USA). Uitgaand van dit pro-
dukt, hebben we beide andere produkten gesyritetiseerd. 
Syntese van a-amino-8-malonylamino-propionzuur. 
De kondensatie van malenzuur en diaminopropionzuur hebben we 
proberen uit te voeren met malonzuurmonochloride, bereid volgens 
STAUDINGER en OTT (190B), met malenzuuranhydride (koolstofsuboxide 
O=C=C=C=O), bereid door verhitten van malenzuur met P2o5 of door 
pyrolyse van diacetyltartaarzuuranhydrido (DALGLIESH en medewer-
kers, 1962), met malonzuurdichloride, bereid volgens PAHA (1963), 
en door kondensatie met behulp van di-cyclohexyl-carbodiimide ~ls 
reagens (S~~ITH en medewerkers, 1962). Na elke reaktie kon slechts 
een zeer kleine hocveelheid produkt afgezonderd worden met gelijke 
Rf-waarde als het produkt, gevormd door alkalische ringopening 
van komponent I. 
Het beste resultaat hebben we uiteindelijk bekomen met rnalon-
zuurdichloride. Het kondensatieprodukt hebben we afgezonderd 
door kolomchromatografie op Dowex I (HCOO-). De elutie werd uit-
gevoerd met een stijgende gradient tot 2 r1 HCOOH. De plaats van 
elutie van het produkt werd opgespoord door op elke fraktie een 
spottest uit te voeren met ninhydrine. Het produkt werd geëlueerd 
hij een koncentratie aan HCOOH van ongeveer 1 M. 
Dit produkt werd papierchromatografisch vergeleken met het 
afbraakprodukt van komponent I, dat we op de volgende manier beko-
men hadden : 
20 rng I werd opgelost in o,25 ml 1 N KOH ; na 30 min inkubatie 
bij kamertemperatuur, werd 5 ml water toegevoegd, en op een Dowex 
1 (HCOO-) kolom gebracht van 8 cm lnng op 1 1 2 cm diameter. De ko-
lom werd uitgespoeld met 10 ml water en daarna ge~lueerd met een 
lineaire gradient tot 2 M mierenzuur (in totaal 60 ml). De frak-
ties van 1,6 rnl werden daarna onderzocht op de aanwezigheid van a-
minozuren door een ninhydrine spottest op papier. Het gezochte pro-
dukt werd gevonden in de frakties 18 tot 26. 
Dit afbraakprodukt van komponent I en het syntetisch a-arnino-
8-malonylamincpropionzuur hebben we elektroforetisch vergeleken 
bij pH 1,9 en 7 en chromatografisch vergeleken in de volgende 
solventen : 
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a) butanol:azijnzuur:water (60:15:25, v/v/v) 
b) butanol:pyridine:water (1:1:1, v/v/v) 
c) ethylalkohol:water (4:1, v/v) 
d) fenol :"'ra ter ( 4:1 1 g/v) 
e) isopropanol:wnter (7:3, v/v) 
f) fencl:water:amrnonia, d:0,88 (160:40:1, g/v/v). 
We vonden telkens een evertuigende overeenstemminç in Rf-
waarde en in kleur nn bespuiten van de papierstroken met 0 1 15 % 
ninhydrine in ethanol. 
Syntese van a-arnino-S-acetylaminopropionzuur, 
a' a-diamino-propionzuur hebben we geacetyleerd in \17aterige oplossing 
met regelmatige toevoegingen van azijnzuuranhydride, zoals we ook 
bij de acetylatie van komponent I gedaan hadden. 
Uitgaande van het vrij aminozuur vonden we na chromatografische 
scheiding twee acetylatieprodukten. Uitgaande van het monochloor-
hydraat venden we slechts êên acetylatieprodukt dat met ninhydrine 
reageerde, Dit vertoonde eveneens a-aminozuureigenschappen, 
Dit produkt hebben we papierchromatografisch en elektroforetisch 
vergeleken met het produkt dat gevormd wordt door droog verhitten 
van het hoger genoemd afbraakprodukt van komponent I. In alle 
gebruikte solventen was er telkens een overtuigende overeenstemming 
van Rf-waarde en van de kleur 0evor.md nn bespuiten van de chroma-
tcgrammen met een 0 1 15 % ninhydrine oplossing in ethanol. Deze 
vergelijking werd uitgevoerd in de hoger verme~ chromatografie-
solventen ; elektroforese werd ook uitgevoerd bij pH 1 1·9 en 7, 
3,6,3,4, Afbraak door UV-licht, 
De gevoeligheid van kamponent I voor uv-irradintie en het 
verdwijnen van het UV-absorptie-spektrum, werden behandeld in 
sektie 3,3,3, De amzettingsprodukten van komponent I, ontstaan 
onder invloed van UV-licht, hebben we chromatografisch onderzocht. 
Na chromatografische scheiding met butanol:azijnzuur:water 
(60:15:25) en bespuiten van de papierstroken met een 0 1 15 % nin-
hydrine oplossing in ethanol, vonden we vier gekleurde banden 
met Rf-waarden 13 1 17, 21 en 24. 
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De band met Rf = 13 vertoonde na reaktie met ninhydrine een 
licht-bruine kleur zoals a,S-diaminopropionzuur. Na chromatogra-
fische vergelijking met het handelsprodukt vonden we eveneens 
volledig overeenstammende Rf-waarden. 
De band met Rf = 17 hebben we chromatografisch en elektro-
foretisch vergeleken met het synthetisch a-amino-e~alonylamino­
propionzuur en met het produkt ontstaan na alkalische ringopening 
van kamponent I (zie vorige sektie). We vonden een overtuigende 
overeenkomst vnn Rf-waarden in de solventsystamencn vermeld in de 
vorige sektie, we vonden ook een zelfde mobiliteit na elektroforese 
bij pH 1,9 en 7. 
Het produkt met Rf = 21 is identisch met de onveranderde 
kamponent I. 
Het produkt met Rf = 24 hebben we chromatografisch en elek-
troforetisch vergeleken met het synthetisch a-amino-a-acetylamino-
propionzuur en het produkt ontstaan na alkalische ringopening van 
kamponent I gevolgd door decarboxylatie. We vonden een overtui-
gende overeenstemming in de zes in vorige sektie genoemde solvent-
systemen. 
De identifikatie van de produkten gevormd na fotolyse van 
komponent I, laten ons toe een mogelijk reaktieschema voorop te 
stellen van de fotolytische afbraak van kamponent I : 
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Hierbij veronderstellen "'e dat de eerste reaktie een water-
additie is aan de dubbele binding van de ring waarbij een labiel 
intermediair gevormd wordt. Deze wateradditie is analoog met de 
fotolyse van uridine (MCLAREN en SHUGAR, 1964). 
3.6.4. SPECIFIEKE REAKTIES. 
Met het oog op een betere kennis van komponent I werden vroe-
ger op het toen nog minder gekend produkt een reeks specifieke 
reakties uitgevoerd. Zo werden een aantal kleurraakties uitge-
voerd die 't~Te alleen zeer kort zullen vermelden. Oxydatie-reakties 
met periodaat en met loodtetraäcetaat gaven eerder onverwachte 
resultaten. Bet verloop van de oxydatie van komponent I is zeer 
analoog met deoxydatie van komponent II. Oxydaties van alanyl-
dcrivaten met periodaat hebben we niet vermeld gevonden in de 
literatuur, we zullen dit meer uitgebreid bespreken om de overeen-
komst tussen de komponenten I en II te onderlijnen. 
3.6.4.1. Kleurreaktiesop aminozuren (SMITH, 1961). 
a) HinhY2tin~:t~~~t!~ : 
De kwalitatieve ninhydrine-reaktie W€rd beschreven in sektie 
3.4. De ninhydrine-reaktie kan ook kwantitatief uitgevoerd wor-
den, en wordt gebruikt voor de doserinq van aminozuren (GREENSTEIN 
en WINITZ,l961) : 
Reagens : oplossing a : 0,8 g SnC12 .H2o in 500 ml 0,2 M citraat-
buffer pH 5,o. 
oplossing b : 20 g omgekristalliseerd ninhydrine in 
500 ml methylc,'} llosolve (methylglycol) • 
Gelijke delen oplossing a en b "ttTOrden v6tJr de reaktie ge-
mengd. 
Proccdure : aan 0, 100 ml monster in een proefbuis 1 t~trordt 1 rn1 
reagens toegevoegd en 20 minuten in een kokend water-
bad gehouden. Vervolgens worden 5 m1 verdunningsv1oei-
stof (gelijke delen water en n-propanol) toegevoegd 
en na 15 min wordt de extinktie gemeten bij À = 570 nm. 
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De molaire extinktiekoëfficiënt van de gevormde kleurstof (di-
ketohydrindylideen-diketohydrindarnine) is 21.600. In vergelijking 
hiermee geven de aminozuren na reaktie een molaire extinktie-
ko~fficiënt tussen 16.300 (tryptofaan) en 23.800 (lysine). 
Steunend op een theoretisch malekulair gewicht van 172 
voor komponent I, vinden wij een molaire extinktiekoêfficiHnt 
van 31,840, Deze hoge extinktiekoëfficiênt kan verklaard worden 
door het labiel karakter van de heterocyklische ring 1 voor 
2,4-dirnethyl-3-isoxazolin-5-on vinden we een molaire extinktie-
ko~fficiënt van 1.950 na kwantitatieve ninhydrinekleuring. 
b) !~sË!~~=~~~~Ê!~ : als sproeireagens kan een 0,2 % oplossing 
in aceton aangewend t..rorden. I geeft met isatine een oranje 
kleur. Praline en derivaten geven een blauwe kleur, fenylala-
nine en enkele zwavelhoudende aminozuren geven een lichtblauwe 
kleur. 
c) ~b~1!2b:~g~~Ê!g (p-dimethylaminobenzaldehyde 2 % in 1 deel 
gekoncentreerd HCl en 4 delen aceton), I geeft een oranje kleur. 
Arginine, asparagine, asparaginezuur, taurine en hydroxylysine 
geven een gele kleur. Aromatische aminen en uretdo-derivaten 
geven ook een gele kleur, indolderivaten ryeven een paarse ver-
kleuring. 
d) 2~~~gygh!:~~s~Ë!~ (achtereenvolgens behandelen met 0,1 % 
oxine in aceton, en 0,3% Br2 in 0,5 N NaOH). Deze reaktie is 
specifiek voor gesubstitueerde guanicUnen (argind.ne), alhoewe·l 
aspara0inezuur en taurine ook een lichte verkleuring geven. De 
reaktie met I was volledig negatief. 
e) !Qg!~=~~!g~=~~~~~!~ (reagens bevat gelijke volumes 1,27 % 
I 2 in ethanol en 3 1 25% natriurnazide in 75% ethanol). De re-
aktie is specifiek voor thiolen en disulfiden, thio-ethers re-
ageren niet. De reaktie was duidelijk positief voor cystelne en 
I. 
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f) !Q9Q:E!~~!UË~~=~~Ë~~!~ (het reagens is samengesteld ~ls 
volgt: 5 ml H2PtC16 .6 a2o (1 mg/ml), 0 1 3 ml KI (167 mg/ml), 
2 ml HCl 2 N en 25 ml acetcn). Het reagens is specifiek voor 
alle niet geoxydeerde zwavelhouàende aminozuren. De reaktie 
was duidelijk positief voor cystelne en negatief voor I. 
De kleurreakties blijken onvoldoende specifiek om infor-
matie te verschaffen over onbekende produkten. De positieve 
iodiurn-azide reaktie kan te wijten zijn aan het reducerend ka-
rakter van I. 
3.6.4.2. Redox-reakties. 
De reakties met fosfomolybdaat en 2,6-dichlorofenol-indofenol 
in alkalisch midden en met ammoniakaal FeC13 , werden door BENDICH 
en CLEMENTS (1953) aangewend om verschillende 6-arnino-uracilderi-
vaten te karakteriseren. Deze reakties steunen in feite cp het 
reducerend karakter van bepaalde 6-amino-ur~cilderivaten in alka-
lisch midden. 
De positieve reaktie van komponent I met fcsfomolybdaat en 
2,6-dichlorofenol-indofenol moeten we toeschrijven aan de isoxa-
zolin-5-on rin~ ; bij de alkälische ringopening wordt waarschijn-
lijk een tussenprodukt gevormd met reducerende eigenschappen. 
Bij het uitvoeren van een vergelijkende test cp 2 1 4-dimethyl-3-iso-
xazolin-5-on Yenden we inderdaad ook de ontkleurin9 van 2,6-dichlo-
rofenol-indofenol in alkalisch midden. De snelheid van ontkleu-
ring was hierbij zeer analoog mot de reaktie met komponent I. 
Meer specifieke oxydatie-reakties vinden we in de reakties 
met periodaat en lo~dtetraäcetaat. 
selektief met vicinale OH-groepen : 
de veloende manier (FEIGL, 1954) : 
Beide oxyàantia. reageren 
De reaktie met IO~ gebeurt op 
R' R' R' 
I I I HC-OH 
- HC-0--. 3- HC=O 
Ht-OH 
+ I04 ~ I IO ~ + I03 HC-0...-- 3 HC=O 
A" ~ .. k" 
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De reaktie met loodtetraäcetaat gebeurt door radikaalvorming 
(GREEN, 1957) : 
Pb (OCOCH3 ) 4 
Die vrije radikalen dehydrogeneren nu de a-glyo.olen : 
R' 
I 
HC-OH 
Ht-OH 
A" 
R' 
I Hc-o· 
I Hc-o· 
A" 
R' 
I 
+ 2 ca3coo• ) 
Hc-o· 
+ 2 CH3COOH I Hc-o• 
I 
R' ' 
--1-) R'-CHO + R' '-CHO 
Deze oxydatiere~kties gaan zeer snel in het geval van 
a-glyeolen die een cis-konfiguratie hebben. De reaktie met 
pericdaat gaat vertraagd door met a-glye.olen die een trans-
konfiguratie vertonen en ook wanneer één der hydroxylgroepen 
vervangen is door een aminogroep of een ketogroep. 
Een spettest met periodaat werd op de volgende rnanier 
uitgevoerd : als reagens werden 2 rnl gekoncentreerd HNo3, 
2 rnl 10 % AgNo3 en 25 rnl 2 % Kio4 gemengd. Aan een druppel 
testoplossing wordt een druppel reagens toeqevoegd. De reaktie 
was duidelijk positief met een oplossing van komponent I : 
een wit neerslag van Agio3 werd gevormd. 
We hebben de oxydatie van kempenent I met periodaat kwan-
titatief uitgevoerd en het verbruik aan cxydans gevolgd gedu-
rende 7 dagen inkubatie bij kamertemperatuur. 
3 5, 4 mg I tt-rerd op ge lost in 1, 4 rn1 ~ra ter en er werd 1 1 4 m1 
0,48 ~! Naio4 toegevoegd. Op regelmatige tijdstippen werd op 
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een monster van 50 ~1 de koncentratie aan periodaat spektrofotc-
metrisch bepaald (DYER, 1956), Na 24 uur \oTélS er reeds meer dnn 1 
mole periodaat verbruikt per mole I. Na 7 dagen steeg dit tot 
2 mole (fig. 16) : er was nog geen maximum bereikt. 
Ter vergelijking hebben we hetzelfde experiment hernomen 
met 3-alanyl-uracil (komponent II, zie hocfàstuk 4). Het verbruik 
aan periodaat, uitgedrukt in mole, per rnole II, is eveneens weer-
gegeven in fig. 16. We vinden een treffende gelijkenis met de 
oxydatie van komponent I. 
Na een t,Jeek inkubtltie was in beide gevallen de pH niet ge-
daa ld. Er "'erd op het inkubatiemengsel een kleurreaktie uitge-
voerd, specifiek voor formaldehyde (MACFADYEN, 1945) 1 met nega-
tief rGsultaat. Het inkubatiemengsel werd ook nader onderzocht 
op de aamtJezigheid van aminozuren en UV-licht absorberende produk-
ten. We vonden geen enkel produkt dat nog reageerde met ninhy-
drine. We vonden wel enkele produkten met een gewijzigd absorptie-
spektrum ; twee produkten hebben we afgezonderd door uitwisselinga-
chromatografie op Dowex 1 {HCOO-). 
De uv-spektra van deze produkten bij verschillende pH-waar-
den {fig. 17 a en b) wijzen in beide gevnllen op minstens twee 
diesoeieerbare groepen. De plaats van het absorptiemaximum 
toont aan dat de chromofora groep weinig of geen verandering on-
dergaan heeft. 
De reduktie van twee molekulen periodaat door een molekule 
komponent I of II moeten we dus hoofdzakelijk toeschrijven aan 
de aant,Iezige alanine-zijketen. 
De oxydatie van een a-aminozuur met periodaat lijkt wel on-
ve~tJacht, te meer daar in het standaardwerk van GREENSTEIN en 
WINITZ (1961) over aminozuren, dit fenomeen niet vermeld wordt. 
Wij hebben, om onze veronderstelling te testen, een kwalitatieve 
proef uitgevoerd met fenylalanine, met een even lange inkubatie-
tij d . De zeer specifieke geur van benzaldehyde was duidelijk 
'l.olraar te nemen. Oxydatie a, andere dan van a-glycolen werden 
reeds door verschillende auteurs verme ld .• 
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Tabel 3 IIalverinqstiiden bij pH = 10 en pii 12 van komponent 
I en vergelijkingsprodukten • 
. 
uracilderivaat halveringstijd halveringstijd 
pH = 10 pH = 12 
I 2 u 10 min 6 min 
5,6-diaminouracil 46 min 12 min 
' 
mono-acetyl-derivaat van I 18 u 40 min 14 min 
2,4-dimethyl-isoxazolin-5-on 00 11 min 
I in 4 % formol 7 u 53 min 19 min 
5,6-diaminouracil in 4 % formol 00 00 
2,4-dimethyl-isoxaz9lin~5-on 
in 4 
Fiq. 16 
% formol 
3 
~ 
-0 
...... 
QJ 2 
-0 
E 
,_ 
QJ 
a. 
I~ 
0 
H 
til 
QJ 
0 ç 
0 
----0 
00 92 
------o I 
o~~· xll 
---- .. 
/o . . · ~x . 
0 ~ . ~x 
x 
min 
50 100 150 uren 
Kwantitatieve periodaat oxydatie van komponent I 
(-o-) en van komponent II (-x-). In abscis : duur 
van de reaktie, in ordinaat : het verbruik aan periodaat. 
. Pig. 17 
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E 
pH = 2 -·-·-·-
pH = 4 ••••••• ' pH = 9, 1 ' . ------- 1 . 
pH = 12 -- ··--
pH = 13 . -o-o-o-. 
pH = 14 -tJ.-tJ.-tJ.-
a 
180 200 220 240 260 280 300 320 
~ (nrnl 
E 
pH = 2 - . - . - . -
pH = 4 . . • • • • • • • • • • 
pH = 7 -o-o-o-o-o 
pH = 14 -tJ.-b.-tJ.-tJ.-tJ. 
b 
200 220 260 280 300 
>.(nm) 
UV-spektra van de oxydatie-produkten, ontstaan na 7 dagen 
inwerken ·van periodaat op komponent I. · 
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Volgens DYEF. (1956) '.<Tordt bij de periodaatoxydatie; de 
primaire reaktie, bijna altijd gevolgd door een langzamere ver-
dere reduktie van het periodaati Deze "overoxydatie" zou onder 
andere kunnen te wijten zijn aan de oxydatie van een aktieve 
methyleen of methyne-g.roer, gevormd tijdens de primaire oxydatie. 
Volgens l•TOLFRür-1 en THOMPSON (1957) worden sommige ke tazuren 
.. 
en deoxysuikers geoxydeerd ter hoogte van de methyleengroep. 
De nabijheid van een acetamino-groep kan de oxydatie vertragen. 
Volgens GREEN (1957) wordt een l-OH-2-NH2-konfiguratie op 
dezelfde manier geoxydeerd, waarbij de cis-konfiguratie vlugger 
reageert dan de trans-konfiquratie. Het bij sommi~e oxydaties 
gevormd mierenzuur zou bijna kwantitatief een stabiele for.myl-
ester kunnen vormen. 
Volgens HUEBNER en medewerkers (1946) is er oxydatie door 
periodaat van een eH-groep in de volgende voo~Jaarden : ~ên sys-
teem met drie c-atomen met een vrije carboxyl- of aldehyde-groep, 
een a-C-atoom met sle chts ~6n H, en een s-c-atoom dat een alde-
hyde, een keto, een carboxyl of een carbalkoxygroep is. Bepaalde 
groepen, zoals een bQnzimidazolkern, geven ook ru~tivatie van een 
methyleen- of methyne-groep. 
Hoewel geen enkel van de genoemde auteurs, de oxydatie van 
a-aminozuren onderzocht, zijn hun bevindingen niet in tegenspraak 
met onze hoger geuite veronderstelling. 
3.6.4~3. Andere specifieke testen. 
a) Invloed van boraat. 
------------------
Boraationen vormen met a-glycolen een kemplex wanneer de 
hydroxylgroepen de cis-konfiguratie vertonen. De gevormde kom-
plnxen vertonen een gewijzigde mobiliteit bij chromatografie en 
bij elektr~forese. 
Het bor11atkomplex is waarschijnlijk een ester, en zou de 
volf;ende struktuur hebben (LOHr-1r.'\.R, 1957) : 
[
I IJ-HC-0........_ /O-cH I B I H+ 
HC-Q/ 'o-CH 
I I 
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Papierelektroforese werd uitgevoerd met I, samen met uridine 
en urncil als merkstof, en dit in de volgende buffers • • 
boraatbuffer pH = 7 o,o2 ~i. 1.ooo V gedurende 1 u 30' 
boraatbuffer pH = 8,5 o,o2 ~1 1.ooo v gedurende 1 u 30' 
fosfaatbuffer oH • ,. 7 0,02 M 1.000 V gedurende 1 u 30' 
fosfaatbuffer pH = 8,5 o,o2 M 1.000 V gedurende 1 u 30'. 
De mobiliteit van uridine, bij dezelfde pH was merkelijk ver-
schillend, naargelang men boraat- of fnsfaatbuffer gebruikte. De 
mobiliteit van I en uracil werd niet belnvloed door boraat. 
b) I~~~-YQQ~_§_!n_Q~g~n!~Eh~-Q~Qg~~~2n_J~tl~BQ~!§_~n-~~!E!~!~, 
1947). 
-----
25 tot 30 mg Na-metaal wordt in een pyrex-buisje gesmol-
ten boven een kleine vlam. De vlam wordt ve~~ijderd en er wordt 
10 tot 20 mg produkt tceqevoegd. Het mengsel wordt gedurenèe 
1 minuut sterk verwarmd en daarna lanqzaam af~ekoeld. Na volle-
dig afkoelen wordt langzaam 1 ml methanol toegevoegd en licht-
jes ven1armd tot al het niet gereageerd Na verdwenen is. Er wor-
den 6 tot 7 ml water toeqevoegd, vertqarmd tot ongeveer koek-
punt en gefiltreerd. Het aantonen van s gebeurt dan als volgt : 
a) 1 ml filtraat wordt in een prcefbuisje aangezuurd met ver-
dund azijnzuur. 1 tot 2 druppels loodacetaat-oplossing worden 
toegevoeqd. Bij aanwezigheid van zwavel torordt een bruin of 
zwart neerslag gevormd, of de oplossing wordt bruin of zwart 
gekleurd. 
b) 0 1 5 ml filtraat + 1 druppel Na-nitroprussiaat 0 1 1 %. Vorming 
van een dieprode kleur wijst op de aanwezigheid van sulfide-ionen. 
De test werd uitgevoerd op twee monsters van komponent I 
en op cystine. De test was duidelijk positief voor cystine, 
vooral de test met nitroprussiaat. Voor I was de test tweemaal 
negatief. 
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c) I2~~-YQQ~_R_!B_Q~g~B!~2h2-E~QQB~~~n· 
I<wantitatieve fosfaatbepalingen werden uitgevoerd volgens 
de methode, gebruikt door STOCKX en V~~DENDRIESSCHE (1956). Het 
produkt wordt gedestrueerd met zwavelzuur, waarna een fnsfomo-
lybdaatkomplex 0evormd wordt, dat na reduktie met SnC12 kolori-
rnetrisch bepaald wordt. 
De bepaling ~rerd uitgevoerd op verschillende monsters van 
kamponent I. Het verschil roet de blankobepnling was telkens 
binnen de meetfout. 
d) Orcinolreaktie. 
--------------
Pentosen lilOrden door ver\..rarmen in sterk HCl, in aanwezig-
heid vnn 0,1 % Fec13 , omgezet tot furfura l Ha 
H CHO 
0 
Dit furfural reageert met orcinol {5-methyl-1,3-benzeendiol) 
waarbij een specifieke groene kleur ontstaat {fvl..EJBA.UM 1 1939). 
VAN PARIJS (1965) voerde de orcinolreaktie uit na bromatie, en 
vond de groene ·kleur ; het a} sorptiespektrum van het gekleurd 
kemplex kwam overeen met het spektrum dat ~ntstaat na dezelfde 
behaadeling op uridine. Wij hebben de reaktie uitgevoerd zon-
der voerafgaande bromatle van het produkt. Na langere tijd ver-
warmen van het reaktiemengsel bij l00°C 1 vinden wij nu ook de 
groene kleur. Wij hebben die kleurvorming gevolgd door de ab-
sorptie-meting bij X = 662 nrn, xmax van de gevormde kleur. 
Hetzelfde experiment werd uitgevoerd met 2 1 4-dimethyl-3-isoxazolin-
5-on. De absorptie bij 662 nm van do reaktiemengsels steeg 
langzaam ; na t'lfree uur werd nog geen plateau bereikt. Voor 
eenzelfde molaire koncentratie (2 1 9 ~mol/ml) vinden we na twee 
uur een extinktie van 0 1 068 voor komponent I en 0 1098 voor 
2, 4-dimethyl-3-isoxazolin-5-on. De waarde bekomen voor $-uri-
dine in dezelfde omstandigheden was 0,~35. 
- 89 -
3.7. B E P A L I N G V A N H E T M 0 L E K U L A I .R 
G E W I C H T D 0 0 R C R Y 0 S K 0 P I E. 
Dank zij Ir. Van t~ambeke, van het Rijksstation voor Klein-
veeteelt, konden we gebruik maken van een gevoelige osmometer 
(Advanced Instruments, Newton Highlands,Massachussets, USA). 
t~egens de lage oplosbaarheid van komponent I in koud water 
(0°C: 0 1 3% 1 60°C: 3,7 %), kon slechts een benaderende waar-
de voor het malekulair ·. gewicht bepaald worden. 
15,40 mg I werden opgelost in 5 ml dubbel gedestilleerd 
water. In de kuvet van de osmometer werd 2 ml oplossing gepi-
petteerd. De bepaling werd tweemaal uitgevoerd met eenzelfde 
resultaat. De afgelezen waarde bedroeg 20,2 milli-osmoles. 
Uit deze waarde berekenen we een malekulair gewicht van 
15,4 x 1.ooo = 152. 
5 x 20,2 
Deze grote afwijking in vergelijking met het teoretisch 
malekulair gewicht (172) is ook te wijten aan het toestel, dat 
normaal aangewend wordt voor koncentraties rond 500 milli-os-
moles. 
3.8. S P E ~ T R 0 S K 0 P I E. 
In het begin van het onderzoek hebben we vooral beroep 
gedaan op UV-spektra. Hiervoor hadden we slechts minieme hoe-
veelheden materiaal nodig, terwijl onzuiverheden als zouten 
en aminozuren weinig stoorden. Na het bereiden van zeer zuiver 
kristallijn materiaal, hebben we ook de andere spektra kunnen 
opnemen. 
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3.8.1. · I.R.-SPEKTRA. 
Het I.R.-spektrum van komponent I (fig. 18a) en van het 
mono-acetylderivaat van komponent I (fig. 18b) werden opgeno-
men in een RBr-lens. Het spektrum van komponent I vertoont 
pieken die karakteristiek zijn voor a-aminozuren. We kunnen 
dit spektrum best vergelijken met het I.R.-spektrurn van Willar-
dilne (1-alanyl-uracil, kamponent IV, zie hoofdstuk 5) dat 
we overgenomen hebben van GMELIN (1959) (fig. 18c). 
De eerder zwakke piek bij 4 1 86 ~ in het I.R.-spektrurn 
van komponent I is kenmerkend voor de aminogroep van a-amino-
zuren. Bij kamponent IV komt deze band voor bij 4,75 ~. In 
het mono-acetyl-derivaat van komponent I is deze band afwe-
zig, dit is een bevestiging voor de plaats waar de acetylatie 
is gebeurd, namelijk op de a-aminogroep. 
De carboDyl-piek bij 5,84 ~ in het spektrum van komponent 
I, is verschoven in vergelijking met het spektrum van kampo-
nent IV (6 ~). De plaats van deze piek is nu beter te ver-
gelijken met de overeenstemmende piek van 2,4-dirnethyl-3-
isoxazolin-5-on die bij 5,80 ~ voorkomt. 
De geleniseerde carboxyl-groep van a-aminozuren, vertoont 
st'eeds een absorptiepiek rond 6 1 2 ~ (BELLAMY, 1958). Deze 
piek is duidelijk te zien in het spektrum van komponent I, 
terwijl in het spektrum van komponent IV, deze piek als een 
sdhouder voorkomt in de grotere carbonyl-piek. 
3.8.2. MASSASPEKTRUM. 
Wegens de zeer lage vluchtigheid van aminozuren, kunnen 
hun massaspektra slechts opgenomen worden na invoeren van sub-
stituenten die hun vluchtigheid verhogen. 
Het mono-acetyl-derivaat van komponent I, was nog niet 
voldoende vluchtig. Het gaf geen duidelijk massaspektrum. 
Na methylatle van dit produkt, bekwamen we een derivaat dat 
een duidelijk massaspektrum gaf. 
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Golflengte (JJ). 
I.R.-spektra van komponent I (a),·van het mono-acetyl-
derivaat van komponent I (b) en van komponent IV (c) 
opgenomen in een KBr-lens. Het laatste spektrum (c) 
werd overge nomen van GMELIN (1959). 
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Fig. 19 Bassa-spektra van het mono-acetyl-derivaat van kompo-
nent I na metylatie met diazometaan (a), en van 2,4-di-
methyl-3-isoxazolin-5-on (b ). 
In ordinaat : de relatieve piekhoogte, in abscis : m/e. 
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Het massaspektrum van dit laatste derivaat (fig. 19a) kunnen 
we goed interpreteren, als we aannemen dat de carboxyl-groep 
veresterd is met een methyl-groep, en de reeds geacetyleerde 
amino-groep ook een methyl-groep draagt. 
De voornaamste pieken met een \OT aarde voor m/e > 9 5, kun-
nen we verklaren als we aannemen dat de molekule op èrie plaat-
sen gesplitst wordt, zoals in onderstaand schema : 
2 
1 
0 
H 
I 
CH2 
---+-· J:_O-CH3 eH -~iT ..._..._ L'. ....._,.II ----
1 '"' 3 -- . 3 
C=O 
----1--
0 
I CH3 
De piek voor het malekulair ion {m/e = 242) is nauwelijks 
zichtbaar in het massaspektrum (fig. 19a). De piek met m/e = 
211 kunnen we verklaren door splitsing van de methyl-ester 
volgens 1 in bovenstaand schema. Na splitsing op plaats 2 
kunnen brokstukken met m/e = 143 en 96 gevormd worden. De 
piek met rn/e = 111 kunnen we verklaren door splitsing 1 en 2 
te kombineren. Door kombinatie van splitsing 2 en 3 vinden 
we een piek met rn/e = 101. 
Fig. 20 
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N. H.R.-spektrum van komponent I, opgenomen in n2o bij 60 NE z en bij kanertemperatuur. Tetra-methyl-silaan v1erd gebruik t als uih1endige 
standaard. 
\.0 
~ 
8.0 
Fig . 21 
~ 
7.0 . 6.0 5.0 1..0 
PPM 
3.0 2.0 1.0 
.! 
0 
n . r•l . R. -spektrum van het nono-aeetyl-derivaat van korr.ponent I na 
metylatie f:1.e t diazometaan. Het spektrurn werd opgenonen in CDC13 bij 60 .flH z en bij kamertemperatuur ; tetramethyl-silaan werd ge-
bruikt als inwendige standaard. 
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Het massaspektrum van 21 4-dimethyl-3-isoxazolin-5-on 
(fig. 19b) kunnen we moeilijk rechtstreeks vergelijken met het 
spektrum van komponent I, door de aanwezigheid van een tweede 
substituant op de ring. Sommige kenmerkende pieken vinden we 
echter terug in beide spektra, zoals de pieken met m/e = 42 
en 45. 
3.8.3. m~R-SPEKTRA. 
Door de lage oplosbaarheid van komponent I in organische 
solventen, kon het NMR-spektrurn alleen opgenomen worden in o2o. 
In dit oplosmiddel worden alle uitwisselbare protonen vervangen 
door deuterium, zodat alleen de protonen, gebonden op een kool-
stofatoom, zichtbaar zijn in het NMR-spektrum. 
Figuur 20 toont ons het spektrum van komponent I opgenomen 
bij 60 MHz bij kamertemperatuur, met tetramethylsilaan als 
uitwendige standaard. Dit spektrum vertoont een opvallende 
gelijkenis met het ~~R-spektrum van komponent II (3-alanyl-ura-
cil, zie hoofdstuk 4). Door integratie van de pieken vinden 
we dat er slechts vijf protonen aanwezig zijn in een rnolekule 
van komponent I, rechtstreeks gebonden op een koolstofatoom. 
De doublet-pieken bij 5,23 ppm en bij 8,13 ppm worden 
veroorzaakt door twee protonen die elkaar belnvloeden, ze zijn 
dus gebonden op naast elkaar liggende koolstofatomen die slechts 
êén proton dragen. De plaats van deze pieken is te vergelijken 
met de pieken van de protonen op de dubbele binding van uracil 
en zijn derivaten. De opsplitsing van deze doubletten (kop-
pelingskonstante = 3,5 cps) is echter sterk verschillend 
+ {- 7 cps in uracil en komponent II). De gevonden koppelinga-
konstante zou moeten vergelijkbaar zijn met het NMR-spektrum 
van 3-isoxazolin-5-on derivaten met slechts een substituant op 
de ring-N ~ dergelijke produkten hadden we echter niet ter be-
schikking. 
De grote piek bij 4,50 ppm en de kleinere piek bij 4,4 pprn 
zijn te wijten aan het solvent~ De pieken bij 4,21 en 4,31 
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ppm zijn te wijten aan het solvent. De pieken bij 4,21 en 
4,31 ppm zijn afkomstig van de twee protonen op het a-c-atoom 
van de alanyl-keten, door de aanwezigheid van êên proton op 
het a-C-atoom wordt een doublet gevor.md : één dezer pieken 
(4,31 ppm) werd nog verder cp:gesplitst door de nabije solvent-
piek. De tripletpiek rond 4 ppm is afkomstig van het proton 
op het a-c-atoom van de alanine-keten. Deze laatste pieken zijn 
meer vervormd dan in het NMR-spektrum van kamponent II (zie 
volgend hoofdstuk). 
Het gemethyleerd mono-acetyl-derivaat van komponent I 
is beter oplosbaar in organische solven·ten. Het NMR-spektrum 
van dit produkt werd opgenomen in CDC13 bij 60 ~1Hz (fig .. 21). 
met tetramethylsilaan als inwendige standaard. In dit spektrum 
vinden we de solventpiek bij 7 1 20 ppm. 
De twee doubletpieken van de protonen op de ring-C-atomen 
vinden we nu bij 7 1 64 ppm en bij 5 1 11 ppm. De doublotpiek, 
afkomstig van de twee protonen op het a-c-atoom van de alanyl-
keten is nu meer symmetrisch dan in voergaand spektrum, de. piek 
komt nu voor bij 4,20 ppm. Uit de integratie van de pieken 
kunnen we afleiden dat de pieken bij 3,82 en 2 1 03 ppm .afkomstig zijn 
van drie protonen. Door vergelijking met andere NMR-spektra 
(BHACCA en WILLIAMS, 1964) kunnen we afleiden dat de piek 
bij 3,82 ppm afkomstig is van een methylester, en de piek bij 
2,03 ppm afkomstig is van de acetyl-qroep. Het proton van de 
imino-groep en van het a-c-atoom geven aanleiding tot slechts 
onopvallende en moeilijk te interpreteren piekjes rond 4,6 ppm 
respektievelijk rond 31 65 ppm. 
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3.9. B E S P R E K I N G E N B E S L U I T t 
D E S T R U K T U U R V A N K 0 M P 0 N E N T I. 
De resultaten van alle in dit hoofdstuk beschreven experi-
menten kunnen naar onze mening slechts verklaard worden als we 
voor komponent I de volgende struktuur aannemen : 2•alanyl-3-
isoxazolin-5-on : 
0 
De meest essentiële punten waar we op steunen om deze 
struktuur met bijna absolute zekerheid voorop te stellen zijn : 
ten eerste het m~R-spektrum dat vijf protonen aantoont gebonden 
op koolstofatornen, de intarakties van deze protonen komen tot 
uiting in dit spektrum en worden door de struktuur van kompo-
nent I volledig verklaard 1 ten tweede de rechtstreekse verge-
lijking van kenmerkende eigenschappen van komponent I met een 
synthetisch 3-isoxazolin-5-on-derivaat 1 ten derde de identifi-
katie van drie verschillende afbraakprodukten van komponent I 
door rechtstreekse vergelijking met synthetische produkten 1 en 
ten vierde de elementair analyse van het zeer zuiver produkt 
en van een kristallijn derivaat, samen met het molekulair ge-
wicht bepaald door titratie en door cryoskopie. 
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In het begin van het onderzoek naar de struktuur van kom-
ponent I, waren we steeds geneigd de gevonden eigenschappen te 
vergelij.ken met de eigenschappen van andere natuurprodukt~n. 
Meer bepaald hebben we gezocht naar produkten van plantaardige 
oorsprong met gelijkaardige eigenschappen. we hadden gemeend 
een aanknopingspunt te vinden in de aglucon gedeelten van 
vicine en convicine (formule lR en 19, blz. 55) ; deze produk-
ten werden geisoleerduit Vicia faba L., dat tot dezelfde plan-
tenfamilie behoort als het door ons als proefobjekt gebruikte 
Pisurn sativum L •• 
Het gedrag in alkalisch midden, en het uv-spektrum van 
komponent I kunnen zeer goed vergeleken worden met de eigenschap-
, 
pen van de genoemde 6-amino-pyrimidine derivaten. De hoge ge-
voeligheid van komponent I voor uv-licht kol) slechts .vergele-
ken worden met êên enkel produkt, dit was terug een 6-amino-
pyrimidi~t.ë, namelijk het synthetisch 6-amino-thymine (formule 
20, blz. 55). Dit produkt werd beschr~ven als het pyrimidine 
met de hoogst gekende uv-gevoeligheid. 
Uitgaande van deze vergelijkingen en steunend op een ganse 
reeks experimenten, waren wij tot een bepaalde struktuur geko-
men die als werkhypothese zou dienen voor verder onderzoek : 
namelijk 3-alanyl-5-pentosyl-6-amino-uracil : 
0 
De experimenten die schijnbaar deze struktuur bevestigden waren 
onder andere : de elementair analyse, het vrijstellen van 
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a,a-diaminopropionzuur na zure hydrolyse, kleurraakties met 
Orcinol, 2,4-dichlorofenol-indofenol en fosfomolybdaat, en ver-
gelijking van het uv-spektrum bij verschillende pH-waarden in 
water en formaldehyde-oplossing, met de uv-spektra van een 
reeks 6-amino-uracil-derivaten. 
Enkele andere experimenten, zoals het resultaat van de 
potenticmetrische titraties, de kwantitatieve periodaatoxydatie 
en het resultaat van de acetylaties, gaven slechts een gedeeltelij-
ke bevestiging van de voorgestelde struktuur, zonder de~e struk-
tuur volledig uit te sluiten. 
Het NMR-spektrum echter, wees slechts op vijf protonen in 
plaats van negen die we normaal mochten verwachten voor de ver-
onderstelde 6-amino-uracil-struktuur. Bepaling van het maleku-
lair gewicht door cryoskopie duidde eveneens op de helft van 
het veronderstelde malekulair gewicht. 
Met deze nieuwe pertinente gegevens hebben we onze vroegere 
werkhypothese definitief moeten verlaten. Steunend op de ele-
mentair analyse, het NMR-spektrum en de mogelijkheid tot vrij-
stellen van a,a-diaminopropionzuur zijn we tot de hoger genoemde 
isoxazolinon-struktuur gekomen. 
Produkten die met deze struktuur te vergelijken zijn werden 
nooit gevonden in de natuur. Een reeks derivaten van 3-isoxa-
zolin-5-on 'rJerden gesyntetiseerd door DE SA.RLO en medewerkers 
(1966), de omzettingen van deze produkten in alkalisch midden 
werden in hetzelfde laboratorium onde rzocht (DE Sl\RLO en RENZI 1 
1966). De gevoeligheid van deze syntetische produkten voor uv-
bestraling werd niet verme ld. 
De gevoeligheid voor alkalisch midden en voor UV-licht 
van dit syntetisch produkt hebben we r e chtstreeks kunnen verge-
lijken met het gedrag vàn kamponent I. De evolutie van het uv-
spek~rum van komponent I in alkalisch midden, bleek nu veel beter 
overeen te stemmen met het gedrag van 2,4-dimethyl-3-isoxazolin-
5-on dan met het gedrag van 5 1 6-diarnino-uracil. De invloed van 
formaldehyde op de halveringstijd van het uiteenvallen van de 
heterocyklische ring in alkalisch midden (tabel 3, . blz. 84) toont 
ook een betere overeenkomst tussen kamponent I en het isoxazolinon-
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derivaat. 
De snelheid van de fotolyse van komponent I was alleen ver-
gelijkb.:'.":!:" :r.:.~ t de; fotolys (:: v -::m 6- é'.mino-thymine in a lk.:.li::;ch 
~otolyse v~n de synthe ti3che 3-isoxa zolin-5-on deri-
v~t2n wer d nog ni0t e2rdcr beschreven~ Ne hebben de fotolys~ 
Vl.n J:ompon'3nt I r <ochtstroeks v -:: r gel e k:-:::n met de fotolys e 
van 2,4-dimethyl-3-isoxazolin-5-on. Ook hier vonden we een 
nog meer treffende overeenkomst dan met 6-amino-thymine. 
Onze veronderstelling, dat 2-alanyl-3-isoxazolin-5-on in 
alkalisch midden hetzelfde afbraakschema zou volgen als de door 
DE SARLO bestudeerde isoxazolinon-derivaten, werd ons bevestigd 
in een persoonlijke mededeling van DE SARLO. 
Volgens dit schema moet kamponent I in alkalisch midden 
omgezet worden tot a-arnino-e~alonylamino-propionzuur ; na droog 
verhitten van dit produkt moet er door decarboxylatie a-amino-
a-acetylamino-propionzuur gevormd worden (zie schema blz. 75). 
We zijn er in geslaagd deze beide produkten te isoleren, uit-
gaande van komponent I. We hebben deze produkten chromatogra-
fisch en elektroforetisch vergeleken met synthetische produk-
ten, die \~Te gevormd hebben door kondensatie van a, 13-diaminopro-
pionzuur respektievelijk met malenzuurchloride en met azijnzuur-
anhydride. Voor de vergelijking van deze produkten werden nog 
niet alle mogelijkheden uitgeput ; de reeds bekamen resultaten 
zijn echter allen positief. Deze resultaten zijn een zeer 
mooie bevestiging van de isoxazolinon-struktuur van komponent I. 
Na UV-bestraling van komponent I, kondan we chromatografisch 
drie nieu~tJgevormde produkten afzonde ren. Deze drie produktcn 
hebben we chromatografisch en elektroforetisch kunnen identifi-
ceren als a-amino-a-rnalonylamino-propionzuur, a-amino-a-acetyl-
amino-propionzuur en a,e-diàrninopropionzuur. De identifikatie 
van de ze drie produkten is 'terug een bevestiging van de isoxa-
zolinon-struktuur van kamponent I. Het laat ons daarenboven 
toe, een mogolijk afbraakschema voorop te stellen voor de foto-
lytische afbraak van N-gesubstitueerde 3-isoxazolin-5-on deri-
vat en (zie schema blz. 78). 
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De fotolytische degradatie van komponent I, waarbij we vcr-
onderstellen dat de primaire reaktie een wateradditie is aan 
de dubbele binding van de ring, duidt op een zekere analogie 
met uracil : 
0 
H 
H 
OH 
H 
Fotoprodukt van uracil 
0 
0 
~I 
I 
CH2 I + CH-NH · 
I - 3 
coo 
H 
H 
OH 
H 
Hypothetisch fotoprodukt 
van komponent I 
Terwijl het fo~oprodukt van uracil voor ongeveer 50 % (100 % 
voor uridine) reversiebel kan omgezet worden tot het oorspron-
kelijk uracil (HCLAREN en SHUGAR, 1964), geeft het hypothetisch 
fotoprodukt van komponent I, na ringopening op verschillende 
plaatsen, aanleiding tot de drie hoger genoemde omzettingspro-
dukten, 
Andere punten van overeenkomst tussen de 3-isoxazolin-5-on 
ring en uracil vinden we door vergelijking van komponent I en 
komponent IV (1-alanyl-uracil), Beide produkten vertpnen een 
zelfde absorptie-maximum {265 nm), ze bezitten tromers de~elfqc 
chromofora groep : 
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0 0 
H H 
HN 3 
0 1 
""'~ H kl H 0 N ~ I 
C(H2 
+ 
TH2 
CH-NH3 crs-~a; I -coo coo 
Kanponent I Komponent IV 
De deprotonatie van de a-amino-groep van komponent I gaat gepaard 
met een bathochrome verschuiving van het absorptie-spektrum over 
2 nm. Eenzelfde beinvloeding vinden we bij komponent IV, waar 
een bathochrome verschuiving over 3 1 5 nm optreedt. Deze invloed 
op het uv-spektrum door een diesoeieerbare groep, die door t\oree 
alifatische koolstofatomen gescheiden is van de ring, is onge-
woon en komt niet voor bij 3-alanyl-uracil (komponent II). 
Enkele eigenschappen van komponent I, waarin we vroeger 
argumenten meenden te vinden voor een 6-amino-uracil struktuur, 
blijken nog meer te wijzen op de isoxazolinon-struktuur, na-
dat we dezelfde eigenschappen van het synthetisch 2,4-dimethyl-
3-isoxazolin-5-on nagegaan hadden. Naast de alkalische degra-
datie- en de fotolyse-reakties konden we dezelfde analogie 
vaststellen voor de langzame orcinol-reaktie (blz. 88), de 
reaktie met 2,4-dichlorofenolindofenol (blz. 78) en de invloed 
van formaldehyde op de labiliteit in alkalisch midden (tabel 3 1 
blz. 84). Het resultaat van de kwantitatieve periodaatoxydatie 
- 104 -
(fig. 16, blz. 84) is volledig par~llel met de periodaatoxydatie 
van komponent II (3-alanyl-uracil) indien we aan komponent I 
een molekulair gewicht = '172 toekennen. 
Dit molekulair gewicht bedraagt de helft van het molekulair 
g3wkfutvan de verworpen 6-amino-uracil-struktuur. De teoretischc 
elementaire samenstelling van beide strukturén vertoont slechts 
kleine verschillen en komt goed overeen met de experimentele 
cijfers (zie t~bel 4). 
Tabel 4 ,: Teoretische elementaire samenstelling in vergelijking 
~ct de experimentele elementair analyse van komponent 
I en van het mono-acetyl-derivaat. 
Komponent, I, exper. 
6-amino-uracil-struktuur <c12H18N4o8> 
isoxazolinon-struktuur (C6H8N2o4> 
mono-acetyl-derivaat exper. 
mono-acetyl-derivaat teor. (c8H9N2o5> 
% N 
15,99 
16,18 
16,28 
12,94 
13,08 
% c % H 
41,70 5,o4 
41,62 5,24 
41,86 4,68 
44,96 4,98 
44,86 4,67 
De elementair analyse van het acetyl-derivaat van komponent I, 
vertoont eveneens een uitstekende overeenkomst met de teoretische 
waarde na invoeren van één acetyl-groep in een molekule van kom-
ponent I. 
Het massa-spektrum en het IR-spektrum bevestigen eveneens 
volkomen de isoxazolinon-struktuur van komponent I. De carbonyl-
piek in het IR-spektrum is verschoven in vergelijking met IR-
spektra van uracil-derivaten. De plaats van deze piek is echter 
volledig te vergelijken met spektra van 3-isoxazolin-5-on-deri-
vaten. 
Het voorkomen van de isoxazol-ring in organisch materiaal werd 
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nog slechts éénmaal waargeno~en. Uit de bodembakterie Strepto-
myces archidaceus werd door t Nee l aboratoria een antibioticum 
ge!soleerd \.Yaarvan de struktuur bepaald ttrerd als D-4-amino-3-ism:-ël-
zolidon (formule 21) (KUEHL en medewerkers, 1955 ~ HIDY en rnede-
\'lerkers, 1955). A.an dit produkt werd door de twee groepen onder-
zoekers een verschillende naam gegeven : oxamycine en cycloserine. 
+ CH2-CH-NH3 I I 
0 c \ I ,'0_ 
N 
formule 21 
Cycloserine treedt op als inhibitor van twee verschillende 
enzymen na~elijk alanine raceroase en o-alanine-D-alanine synte-
tase. Beide enzymen zijn nodig voor de syntese van de bakteriëlc 
celwand (NEWTON, 1965), 
De 3-isoxaznlin-5-on ring van komponent I is echter verschil-
lend van de 3-isoxazolidon ring van cycloserine, deze laatste 
ring bezit de mogelijkheid tot enolisatie, terwijl eenolefinische 
dubbele binding ontbreekt, 
Andere natuurlijk voorkomende organische pr.odukten, met een 
zuurstof en stikstof bevattende ring 1 hebben \•re niet gevonden 
in de literatuur. Oxazol-ringen kunnen '"'el gemakkelijk chemisch 
gevormd worden, uitgaande van gesubstitueerde aminozuren, men noemt 
ze azlactonen (NIVARD en TFSSER, 1965), 
R'-CH-COOH+(RC0) 2 0 
H 0 
---:>7" R' -t-e~ 
I I 
N 0 
\\I 
c 
k 
Komponent I kan gerangschikt worden bij de heterocyklischc 
aminozuren, Deze aminozuren zijn doorgaans a-gesubstitueerde 
alanincdc rivaten. Bij de heterocyklische proteine-arninozurcn is 
de alanineketen gebonden aan een ring-koolstofatoom. Alleen bij 
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enkele niet proteine arninozuren,zoals willardiine (formule 10) 1 
s-pyraz.ol-1-ylalanine (formule 15), en mimesine (formule 12), 
is de alanineketen gebonden aan een ring-stikstofatoam. Dit 
laatste treedt ook op bij de komponenten I, II en IV. 
De hoge koncentraties waarin komponent I voorkomt in de 
erwtenkiem (zie hoofdstuk 6) en zijn relatie f eenvoudige isolatie 
en zuivering (zie hoofdstuk 2) zijn interessante aspekten van 
dit natuurprodukt. De labiliteit van de heterocyklische ring 
maakt de syntese ervan niet eenvoudig. Vermits andere N-gesub-
stitueerde 3-isoxazolin-5-on derivaten nog niet werden beschre-
ven, kan komponent I het beginprodukt vormen bij hun syntese. 
- 107 -
4. S T R U K T U U R 0 N D E R Z 0 E K V A N 
=========================================== 
K 0 M P 0 N E N T II • 
====================== 
4.1. I N L E I D I N G. 
Komponent II is in vergelijking met komponent I, veel sta-
bieler in zuur en alkalisch midden en ondergaat veel moeilijker 
· fotolyse onder invloed van UV-licht. Komponent II is dan ook 
eenvoudiger te isoleren en te zuiveren. Hij komt echter voor in 
koncentraties die ongeveer 10 maal kleiner zijn dan de~e voor 
komponent I. 
Komponent II vertoont bij kolomchromatografie of papierchro-
matografie dikwijls eenzelfde loopsnelheid als asparagine. Aspa-
ragine komt voor in grote koncentraties in het zaad en de kiem-
plant. Dit asparagine kan verwijderd worden na omzetting tot as-
paraginezuur in 6 N HCl bij 100°C. In die voorwaarden blijft 
komponent II onveranderd. Door deze grotere stabiliteit van het 
produkt, was het moeilijker de molekule in identificeerbare 
brokstukken te splitsen. 
De gegevens die ons uiteindelijk de meeste informatie ver-
schaft hebben over de struktuur zijn : het uv-absorptiespektrum, 
de elementair analyse, bromatie, titraties, formaldehyde additie 
en onderzoek van de pyrolyse produkten. De resultaten van de uv-
spektra, de brarnatie en de spektrafotometrische titratie werden 
reeds besproken door VAN PARIJS (1965). ze zullen behandeld wor-
den omèat ze essentieel zijn voor het struktuurbewijs. 
4. 2 .1. HET UV-SPEKTRUM .• 
Het UV-spektrum van komponent II vertoont een maximum hij 
260 nm in zuur en neutraal midden. In alkalisch midden (pH 12) 
wordt een· Àmax gevonden bij 28 6 nm, Emax stijgt met 43% (fig. 
22). Deze spektra vertonen de beste overeenkomst met 3-methyl-
uracil, waarvan de overeenkomstige waarden respektievelijk zijn 
Àmax = 258,5 bij pH 2 ; Àmax=282 1 5 bij pH 12 en een stijging 
van E van 47 % biJ' overgang van zuur haar alkalisch milieu. max · 
. 
l. 
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Fig. 22 : uv-spektra van komponent II bij pH = 2 ( ) 
en bij pH= 12 (-------). In ordinaat: de molaire extink-
tie e. 
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Het beeld gevormd door de spektra in zuur en alkalisch mi-
lieu, is karakteristiek voor uracilderivaten met een substituant 
op N-3 en een vrije N-1 (tabel 5). De spektrale verschuivingen 
worden vooral veroorzaakt door deprotonatie op de N-1 plaats. In 
vrij uracil zijn er twee enolisaties mogelijk, de eerste enoli-
satie heeft een pK = 9 1 45. Hierbij worden twee verschillende mo-
no-anionen gevormd. De verhouding van deze twee vormen is af-
hankelijk van de temperatuur en van een eventuele substitutie op 
e-s en c-6 (WEMPEN en FOX, 1964). De pK van de tweede enolisatie 
is hoger dan 13. 
In het geval van vrij uracil, of bij het ontbreken van sub-
stituanten op de ring-N, is er tussen pH 12 en 14 een hypsochrome 
verschuiving van het spektrum van 285 nm tot 275 nm. Dit is ni~t 
het geval bij komponent II, het uv-spektrum verandert niet meer 
boven pH 12,3 (pK + 2) (VAN PARIJS, 1965). 
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Tabel 5 Karakteristieken der uv-spektra van uracilderivat~n. 
I. 
Xmax pK eno- xmax 
ref. zure vorm lisatie base vorm 
(pH = 12) 
uracil 259,5 9,45 285 
thymine 265,5 9,9 291 
5-hydroxymethyluracil 261 
-
286 
5-ribosyluracil 263 9,2 286 
5-alanyl-uracil a 261 
-
284 
3-methyluracil 258,5 9,95 282,5 
3-ribosyl~racil 261 
-
292 
3-methylthymine 264,5 10,52 290 
Komponent II 260 10,4 286 
1-methyluracil 267,5 9,75 265 
1-ribosyluracil 263 9,25 262 
1-methylthymine 273 10,1 271 
1-alanyluracil b 262 (pH=l) - 266 
Komponent IV 266 10,2 265 
4.2.2. SPEKTROFOTOMETRISCHE T~TRATIE. 
Deze \'lerd uitgevoerd door VAN PARIJS : er werd een pK = 
101 45 bepaald. Dit is 0 1 50 hoger dan de pK van 3-methyluracil 
(9,95)~ Een zeer analoog verband zien wij bij l~alanyluracil 
(willardiine) en +~ethyluracil, waar de pK-waarden van de eno-
, ' ' 
lisatie respektievelijk 10 1 2 en 9 1 75 zijn. 
Deze gelijke i .nv .. loed op de dissociatie. Wijst op een sub-
stituant met eenzelfde elektronenaff~n~teit. 
a BRO~m en SILVER, 1966 
b GMELIN, 1959 
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4.3. I N V L 0 E D V .A N U V - L I C H T. 
De gevoeligheid voor uv-licht werd bepaald door VAN PARIJS. 
De vermindering van de extinktie verloopt 10 maal langzamer dan 
bij uridine in identieke omstandigheden. Er was ook geen reku-
peratie in het donker, na verwarmen of in ammoniakaal midden. 
Wij hebben omzettingsprodukten verkregen na volgende be-
handelingen. 
1,3 mg II werd opgelost in 3 ml o,ol M KBH4• Er werd gedu-
rende 15 uur bestraald met een intense uv-lamp in een gesloten 
kwartskuvet. Nadien werd 1 rol 4 N HCl toegevoegd en 2 uur verhit 
bij l00°C. Tenslotte hebben wij de oplossing drooggedampt, opge-
nomen in een minimaal volume water en papierchromatografisch on-
derzocht; (loopmiddel: butanol:azijnzuur:water; 60:15:25). 
Er werden 5 UV-absorberende banden gevonden met Rf-waarden : 
19, 24, 30, 35 en 51. Het produkt met Rf-waarde 19 vertoonde 
ongewijzigde UV-spektra bij pH = 2 en pH = 12. De uv-spektra van 
de vier andere produkten vertoonden moeilijk te interpreteren 
veranderingen. 
4.4. H E T a - A M I N 0 Z U U R K A R A K T E R. 
Komponent II reageert met ninhydrine bij kamertemperatuur, 
er wordt een paarse kleur gevormd zoals met de meeste a-amino-
zuren. De invloed van cu++_ionen werd getest zoals met kompo-
nent I (sektie 3.4.) met een gelijkaardig positief resultaat. 
De molaire extinktie na kwantitatieve ninhydrinereaktie, 
is 23.700. Dit is volledig te vergelijken met de waarden voor 
gewone aminozuren (16.300 tot 23.800). Daarbij wordt als male-
kulair gewicht 217 1 2 genomen. 
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4.5. P 0 T E N T I 0 M E T R I 5 C H E T I T R A -
T I E S. 
De titraties werden uitgevoerd met de opstelling beschre-
ven in sektie 3.5.2.1. Er werd een titratie uitgevoerd in wa-
terige oplossing, waarbij 2 groepen getitreerd werden. Een an~ 
dere titratie werd uitgevoerd in 4 % formaldehyde. 
4.5.1. TITRATIE MET BASE. 
14,76 mg II werden opgelost in 5 m1 water. Er werd geti-
treerd met 0,150 N NaOH. De pH van de oplossing was 5 1 06 en er 
werd getitreerd tot pH = 11 1 35. Er werden 74 pH-waarden en bu-
retstanden genoteerd. De titratiekurve toont een onderbroken 
pH-plateau (fig. 23), dat duidelijk op twee dissociaties wijst. 
De pK-waarden zijn moeilijk grafisch te bepalen. Wij kunnen ze 
schatten op 8 1 45 en 10,22. 
Als wij de spektrafotometrische pK-waarde 10 1 45 als juist 
beschouwen, voor de enolisatie van de uracilring, vinden wij 
grafisch een pK van 0 1 40 voor de protonatie van de a-aminogroep, 
en een knikpunt bij pH 9,43. Bij pH 9,43 was dus 1 equivalent 
base opgenomen 1 daaruit berekenen wij een molekualir gewicht 
van 234 1 3. 
4.5.2. FORMOLTITRATIE. 
9,15 mg II werden opgelost in 5 ml 4 % formol ; er werd 
5 % methanol toegevoegd als stabilisator. De pH van de oplos-
sing was 3,05 ; er werd getitreerd tot pH = 10,36. Er werden 
67 buretstanden en pH-waarden genoteerd. De pK van de a-amino-
groep is in die voorwaarden gedaald tot 6 1 60. De pK van de eno-
lisatie van de uracilring blijft hoog en interfereert nu veel 
minder met de titratie van de aminogroep, ~et equivalentiepunt 
kan scherper bepaald worden (fig. 24). Een malekulair gewicht 
van 212,5 werd berekend. 
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Fig. 23 : Titratie-kromme van 
de titratie van 14 1 76 mg kom-
ponent II met 0 1 150 N NaOH (na 
aftrekken van de blanke-ti-
tratie). 
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Fig. 24 : Titratie van ·9,15 mg komponent II in 4 % formaldehyde 
(1,33 M) met 0 1 150 N NaOH. De experimentele kurve ( ) wordt 
weergegeven naast de kurve van de blanka-titratie (------),de 
verschilkurve (-·-·-·-) is de netto-titratie van komponent II • . 
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4.6. C H E M I S C H E B E H A N D E L I N G E N. 
4.6.1. ELEMENTAIR ANALYSE. 
Het produkt, gebruikt voor elementair analyse, werd beko-
men door scheiding op preparatieve dunnelaag . chromatografie. 
Na elutie van de drager, werd het produkt uitgekristalliseerd 
uit water, en tweemaal omgekrista1liseerd, eerst uit een meng-
sel ethanol en water, daarna uit een mengsel aceton en water. 
De afgafiltreerde kristallen werden gedroogd in een vacuumdessi-
cator over P2o5• 
De analyse werd uitgevoerd met het toestel beschreven in 
sektie 3.6.1. Er werden 8 bepalingen gedaan op twee verschillen-
de monsters. De gemiddelde waarde van de bekomen resultaten 
wordt weergegeven in tabel 6, en vergeleken met de waarden be-
komen voor willarditne (GMELIN, 1959), 5-alanyluracil (SPRINGER 
en medewerkers, 1965) en de theoretische waarde voor c7H9N3o4• 
H2o. 
Tabel 6 : Elementair analyse van komponent II en vergelijkings-
produkten. 
c H N 
Wi1larditne 38,58 5,29 19,44 
5-alanyluracil 38,8 4,9 19,2 
Komponent II 38,3 5,15 19,1 
c7H9N3o4.a2o (theoretisch) 38,71 5,11 19,35 
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4.6.2. SUBSTITUTIE REAKTIES. 
4.6.2.1. Hydrogenatie. 
2 mg II werden opgelost in 5 ml H2o, een kleine hoeveel-
heid Raney-nikkel werd toegevoegd als katalysator. De vloeistof 
werd overgebracht in een aangepaste glazen buis, en doorspoeld 
met waterstof, waarna de buis dichtgesmolten werd. Na 22 uur 
verhitten bij ll0°C werd de buis opengemaakt, en de vloeistof 
werd chromatografisch onderzocht. 
Na papierchromatografie in het butanol:azijnzuur:water 
solvent, werden geen uv-absorberende banden gevonden. Na be-
sproeien met ninhydrine vonden wij 4 gekleurde banden met Rf-
waarden= 9, 12, 23 en 27. De vier banden werden geëlueerd en 
gedurende 18 uur behandeld in 6 N HCl bij l00°C. Het gehydro• 
lyseerd materiaal werd chromatografisch onderzocht. De vier ver-
schillende banden gaven na hydrolyse ontstaan aan 2 tot 6 vlek-
ken die met ninhydrine reageerden. De gevormde vlekken hadden 
telkens zeer gelijkaardige Rf-waarden. De chromatografische ver-
gelijking met gekende aminozuren leidde tot geen identifikatie 
van deze vlekken. 
4.6.2.2. Bromatie. 
Na drastische bromatie en verwarmen in 6 N HCl bij 105°C 
vond VAN PARIJS (1965) volgende produkten : uracil, 5-broomuracil, 
een N-3 substitutie-produkt van uracil en een N-3 substitut_ie-
produkt van 5-broomuracil. 
De pK van het N-3 substitutie-produkt van uracil werd spek-
trafotometrisch bepaald op 10 1 42. 
Wij hebben gepoogd de brarnatie kwantitatief uit te voeren 
door een oplossing te titreren -met verdund broomwater en de da-
ling va~ de uv-absorptie te volgen. Dit gaf echter geen betrouw-
baar resultaat. Dit mild gebromeerd produkt hebben wij behandeld 
met 6 N HCl overnacht bij l00°C, en daarna papierchromatografisch 
onderzocht. Met het butano1:azijn-zuurJwateJ: . solv~nt werden 5 uv-
absorberende banden gescheiden met Rf-waarde : 15, 24; ·3-lr - 50 . . en 
. - ------~ 57. De banden met Rf-waarden 15, 24 en 31 gaven nog een positieve 
reaktie met ninhydrine. 
1·-· 
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In een volgend experiment werd het gebromeerd produkt 
chromatografisch afgezonderd met het butanol:azijnzuur:water 
solvent. Het absorbeerde geen uv-licht, maar reageerde met 
.. 
ninhydrine (Rf-waarde= 30). De band werd geëlueerd en het 
' . 
produkt nu verwarmd in absolute alkohol en opnieuw gechroma-
tografeerd in hetzelfd.e solvent. Het produkt was nu omgezet 
tot een UV-absorberend produkt (Rf-waarde= 23), dat normaal 
reageerde met ninhydrine. De band werd geëlueerd. De uv-spek-
tra (fig. 2S) zijn kenmerkend voor een N-3 gesubstitueerd 
5-broomuracil. 
aminozuur-N 
0( 
aminozuur-N 
ol 
0 
N 
H 
0 
N 
H 
H 
H 
H 
.~ 0 
aminozuur-N 
Br ~thanol 0( ~ 
l00°e · 
Br 
H 
OH 
H 
Dit experiment toont ·aan dat de aminozuursubstituant niet 
aanwezig is op e-s, maar op N-3. Met broom en Hel wordt de ami-
nozuurzijketen aangetast, dat was niet het Qeval na behandeling 
met broom en ethanol. 
4.6.2.3. Hydroxymethxlatie. 
Tussen uracil en formaldehyde kan er zelfkondensatie optre-
den onder t~elijk milde voorwaarden. Hierbij gebeurt de kon• 
'densatie ter hoogte van e-s, met vorming van S-hydroxyrnethyl-
uracil (CLINE, FINKen FINK, 19S8). Indien een uracilderiv.nat 
Fiq. 25 : 
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uv-spektra van komponent II 
na zachte bromatie en behan-
deling met ethanol 100 %, 
bij pH = 2 (-·-·-~-) en bij 
pH= 12 (--··--··--).Het 
produkt reageert met ninhydrine 
Fig. 27 : uv-spektra van het methylatie-
produkt van komponent II bij 
pH= 2,18 (-·-·-·-),bij pH= 
9,32 (---- --) en bij 'pH = 
12,06 (-··-··->· 
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reageert met formaldehyde wijst dit op een H-atoom op e-s. 
Uitvoering : 4 1 9 mg II + 9 1 8S mg paraformaldehyde werden opge-
lost in 1 1 S ml Hel o,s N en 18 uur verhit bij 
ll0°e. Het reaktiemengsel werd gechromatografeerd 
met butanol:azijnzuur:water. 
Er werden op het chromatagram 3 uv-absorberende banden ge-
vonden met Rf-waarden 2 1 11 en 24. De banden met Rf-waarden 2 en 
11 reageren met ninhydrine. De uv-spektra van de 3 derivaten ver-
tonen een maximurn bij 26S nm respektievelijk 262 en 281. In al-
kalisch milieu verschuift À naar 292 1 288 en 298 nm (fig. 26 ). max 
De spektra van het produkt met Rf-waarde = 11 (fig. 26b) 
vertonen grote gelijkenis met de spektra van S-hydroxymethylura-
cil (À = 261 nm in zuur milieu en 286 nm in alkalisch milieu). 
max 
Dit experiment toont aan dat op e-s een H-atoom aanwezig is. 
4.6.2.4. Methylatie. 
De methylatie werd uitgevoerd volgens de methode beschreven 
in sektie 3.6.2.1. 
3 1 62 mg II werden opgelost in S ml water en er werd o,oso ml 
dimethylsulfaat toegevoegd. De pH werd konstant gehouden op pH 9,0 
met 2 N KOH. Na 2 uur inwerking van het dimethylsulfaat werd het 
reaktiemengsel ingedampt en chromatografisch onderzocht. 
Na papierchromatografie in butanol:azijnzuur:water (60:1S:2S) 
vinden wij 2 duidelijke uv-absorberende vlekken met Rf-waarden 
14 en 23. De uv-spektra van deze produkten werden onderzocht. 
De band met Rf-waarde 14 vertoont dezelfde spektra als on-
behandeld II. De Rf-waarde vertoont ook weinig afwijking. De band 
met Rf-waarde 23 vertoont geen verschuiving van Àmax tussen pH 2 
en 12 (fig. 27). Het verschil in Àmax tussen niet behandeld en 
gemethyleerd produkt is hetzelfde als uracil en 1-methyluracil : 
in beide gevallen is er een bathochrome verschuiving van 8 nm 
(zie tabel S). 
Deze resultaten wijzen duidelijk op het invoeren van een 
methylgroep op N-1 van de uracilring. 
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4.6.2.5. Dinitrofenylsubstitutie. 
De konden sa tie met f luor-2, 4 -dinitrobenzeen w.erd uitgevoerd 
zoals beschreven in sektie 3.6.2.3. De kwantitatieve bepaling 
werd ook op dezelfde manier uitgevoerd. 
Indien wij als molekulair gewicht 217,2 aannemen, vinden 
wij een substitutie van 0,775 dinitrofenylgroepen per molekule. 
Na een dubele inkubatietijd berekenen wij 0,778 dinitrofenyl-
groepen. 
4.6.2.6. Acetylatie. 
10 mg II werden opgelost in 2 ml water en onder schudden 
werd om de 15 minuten een portie van 0,200 ml azijnzuuranhyr 
dride toegevoegd. Na 90 minuten werè het reaktiemengsel droóg-
gedampt en gezuiverd door chromatografie op Sephadex G-15. bp 
het geacetyleerd produkt werd elementair analyse uitgevoerd. 
Volgens resultaat werd bekomen : 
C : 37,45 % 1 N : 14,87 % J H : 4,27 % (2bepalingen) 
Voor een molekule met 3 N-atomen kunnen wij uit dit resultaat 
een molekulair gewicht van 282,4 berekenen met 8,8 c-atomen, in 
plaats van een molekulair gewicht van 217,2 met 7 c-atomen in 
de molekule. In de beschreven voorwaarden werden dus gemiddeld 
per molekule 0 1 9 acetylgroepen ingevoerd (zie sektie 3.6.2.2.). 
4.6.3. BEHANDELING MET STERKE ZUREN EN BASEN. 
De stabiliteit van komponent II in sterke zuren werd door 
VAN PARIJS (1965) onderzocht. Slechts na zeer drastische behan-
deling kon een blijvende verandering van het produkt verkregen 
worden. 
Na 2 uur verhitten in gekoncentreerd mierenzuur bij 155°C 
was er een gedeeltelijke omzetting, waarschijnlijk werd de amino-
groep geformyleerd. Dit formylderivaat ging geleidelijk terug 
over in het oorspronkelijk produkt. Na 1 uur verhitten in 70 % 
HClo4 bij l00°C, was er eveneens slechts een gedeeltelijke om-
- l21 .-
zetting. Het omzettingsprodukt bleef echter reageren met ninhy-
1 
drine. Zelfs in deze zeer drastische voorwaarden was er dus nog 
geen afsplitsing van de aminozuursubstituent. 
De stabiliteit in alkalisch milieu hebben wij op de volgende 
manier nagegaan. Komponent II, afkomstig van geëlueerde chroma-
tcgrammen werd in 1 N KOH gebracht en gedurende 1 uur verhit 
bij 100°C. Het mengsel werd geneutraliseerd met HClo4• Het KClo4 
werd afgecentrifugeerd. Na chromatografisch onderzoek van de · 
bovenstaande vloeistof, vonden wij hoofdzakelijk onveranderd 
produkt terug met daarnaast enkele banden die kleurden met nin-
hydrine. Deze aminozuurbanden konden niet geidentificeerd worden. 
Steeds met de bedoeling de aminozuurketen af te splitsen van de . 
uracilring, hebben wij nog een andere werkwijze toegepast. 
Een hoeveelheid II, afkomstig van chromatogrammen, werd 
opgelost in methanol, verzadigd met droog HCl gas. Na 3 uur re-
fluxen werd het mengsel drooggedampt, en chromatografisch onder-
zocht met butanol:azijnzuur:water (60:15:25) en ethanol:water: 
ammoniak (80:10:10) (fig • . 28 a en b). Naast een smalle uv-absor-
berende band met onveranderde Rf-waarde (15 en 6), werd telkens 
een brede band met verhoogde Rf-waarde (34 en 28) gevonden. Beide 
produkten reageerden met ninhydrine. 
Na elutie van het gewijzigde produkt, werd een gelijk vo-
lume 25 % NH40H toegevoegd en gedurende 30 minuten verwarmd op 
een kokend waterbad. Na chromatografisch onderzoek van het reak-
tiemengsel vonden wij de oorspronkelijke komponent II terug met 
ongewijzigde uv-spektra. 
4.6.4. OXYDATIE MET PERIODAAT. 
Een spot test met periodaatreagens, zoals beschreven in sek-
tie 3.6.4.1. gaf geen reaktie met komponent II. 
Het onverwacht resultaat van de kwantitatieve periodaatoxy-
datie van komponent I (zie sektie 3.6.4.2.) bracht er ons toe, 
komponent II _even lang en in dezelfde voorwaarden te behandelen 
met Naio4• 
Fig. 28 
q 
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: UV-fotografische opname van papierchromatogrammen 
van het reaktiemengsel na behandeling van kompo-
nent II met HCl:methanol. 
Links : solvent a : butanol:azijnzuur:water (60:15:25) 
Rechts : solvent b : ethanol:water:arnmoniak, d : 0,88 
(80:10:10). 
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14 1 76 mg Il werden . opgelost in 600 pl water, er werden 
600 lJl 0 1 4S M Nai04 toegevoegd. Op ger~gelde tijdstippen werd 
de uv-absorptie bij . 260 nm gemeten en op een monster werd het 
verbruikte periodaat spektrafotometrisch bepaald bij À = 230 nm. 
Na 7 dagen inkubatie bij kamertemperatuur was E260 met 7,S % 
9edaald • . Het verbruik aan periodaat, uitgedrukt in mole perio-
daat per mole ·II (M.G. 217 1 2) wordt weergegeven in fig. 16. 
. , . . . 
Na chromatografisch onderzoek van het reaktiemengsel, vinden 
wij _een reeks UV-absorberende banden, waaronder onveranderd II. 
De voornaamste nieuwe banden hebben in butanol:azijnzuur:water 
grotere Rf-waarden dan het oorspronkelijk produkt : ss, 69 en 
ss. Deze banden vertonen geen ninhydrine-reaktie meer. De pro-
dukten met Rf-waarde 58 en 69 vertonen uv-spektra die nagenoeg 
. ' 
id.entisch zijn met de spektra van het onbehandeld produkt. Het 
·.·produkt met Rf-waarde • SS vertoont sterk afwijkende uv-spektra 
(fig. 30) deze zijn te vergelijken met een produkt ontstaan na 
periodaatoxydatie van kamponent I. 
Bij elektroforese van het reaktiemengsel bij pH = 7 blijkt 
het groo.tsté gedeelte van de gevormde prodl,lkten geen lading te 
dragen. Een kleine ·vlek scheidt zich af die een negatieve lading 
draagt ·en waarvan de spektra een dissociatie aantonen tussen 
pH a 2 en 6 (fig. 29). Dit derivaat zou 3-carboxyluracil kunnen 
zijn. 
Na kolomchromatografie van het reaktiemengsel (komponent 
II + Io4-> komen onmiddellijk 2 toppen te voorschijn, waarvan 
de spektra volledig gelijken op deze van onveranderd produkt II. 
Voor een mogelijke verklaring van deze eerder onverwachte 
. ' . 
oxydatie met periodaat, ve~ijzen wij naar de interpretatie in 
sektie 3.6.4.2. en de aldaar vermelde referenties. 
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4.7. P Y R 0 L Y SE. 
Het smeltpunt van het kristallijn produkt werd bepaald 
met een miniatuur smeltblok. Het gedrag van het produkt kon 
mikroskopisch gevolgd worden. Bij 239°C begint het produkt 
bruin te kleuren, de kristallen blijven echter praktisch on-
veranderd van vorm. Wij vermoeden een zeer grote viscositeit 
van het gesmolten produkt. 
Na chromatografisch onderzoek van het verhit produkt von-
den wij een reeks banden. De Rf-waarden van 2 ervan waren ge-
lijk aan die van het onbehandeld produkt en van uracil ; andere 
waarden lagen tussen deze twee in. Fig. 31 toont een uv-
fotografische opname van een papierchromatograrn van de pyro-
lyseprodukten van komponent II, als merkstoffen werden aange-
bracht : onbehandeld II en uracil. 
Na verdere chromatografische scheiding, hebben wij 8 ver-
schillende banden menen te onderscheiden. De uv-spektra van 
deze verschillende banden worden weergegeven in fig. 32. De 
band met hoogste Rf-waarde werd verder onderzocht. De aanwezig-
heid in deze band van vrij uracil werd aangetoond door kc-
chromatografie met uracil en dit in de volgende solventen : 
ethanol:water:ammoniak (80:10:10), butanol:water (86:14) 
en butanol:azijnzuur:water (60:15:25). 
Ook papierelektroforese bij pH 1,9 werd uitgevoerd. 
Het uv-spektrum van dezelfde, verder gezuiverde band, is 
identisch met dit van uracil, bij pH 2, 12 en 14, waarbij bij 
pH 14 de specifieke hypsochrome verschuiving van Àmax te zien 
is. Wij hebben hetzelfde experiment (30 min verhitten bij de 
smelt- of ontbindingstemperatuur), uitgevoerd met een reeks 
andere produkten, zoals uridine (1-ribosyluracil); pseudouridine 
(5-ribosyluracil) en thymine (5-methyluracil). 
Vertrekkend van uridine vonden wij eveneens vrij uracil na 
chromatografie van de py~olyse-produkten, de substituent is 
hier gebonden door een N-C binding. 
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Fig. 31 : UV-fotografische opname 
van een papierchromatografische 
scheiding van de pyrolyse-produk-
ten van komponent II. De aange-
brachte merkstoffen zijn : 
links : onbehandeld produkt, 
rechts : uracil. 
Het solvent was butanol:azijnzuur: 
water (60:15:25), 
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Fig. 32a s uv-spektra der pyrolyse-produkten van komponent II. 
De spektra zijn getèkend van a tot h volgens hun stijgende Rf-
waarde bij papierchromatografie in butanol:azijnzuur:water 
(60:15:25). De · spektra werden opgenomen in o,ol N HCl (-·-·-·-), 
in water (- ··- ··-> en in o,ol N KOH (-- ·· -- ··--). 
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Fig. 32b : uv-spektra der pyrolyse-produkten van komponent II. 
De spektra zijn getekend van a tot h volgens een stijgende Rf-
waarde bij papierchromatografie in but.anol: azijnzuur:water 
(60:15:25). De spektra werden opgenomen in o,ol N HCl (-·-·-·-), 
in water (- · · - ··-) en in o,ol N KOH (-- ·· -- · ·--). 
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Vertrekkend van pseudo-uridine of thy.mine vonden wij geen 
vrij uracil. De substituanten zijn hier gebonden door een c-c 
binding. Wij nemen aan, steunend op deze pyrolyse-experimenten, 
dat in komponent II alleen substituanten voorkomen, gebonden 
door een N-C binding aan de uracilring. 
Van de gevonden pyrolyseprodukten van komponent II reage-
ren er slechts 2 met ninhydrine bij kamertemperatuur. De eerste 
was de onveranderde komponent II. Het tweede produkt viel niet 
samen met een uv-absorberende band en werd verder onderzocht. 
Het produkt werd ge~HUeerd en als een spot op vier chromatagram-
men gebracht met als merkstoffen a-alanine, diaminopropionzuur 
en albizilne (a-amino-8-ureldopropionzuur). De gebruikte solventen 
waren: butanol:pyridine:water (60:60:60), butanol:azijnzuur: 
water (60:15:25), fenol:water (80:20) 1 ethanol:water:ammoniak 
(80:10:10 ). 
Tenslotte werd ook elektroforese uitgevoerd bij pH 3,5. De 
mobiliteit van het onbekende aminozuur kwam telkens volledig 
overeen met de mobiliteit van a-alanine. 
Dit eenvoudig experiment, dat zeker niet klassiek gebruikt 
wordt bij struktuuronderzoek, blijkt tenslotte een volledige 
bevestiging te geven van de voorgestelde struktuur : 3-alanyl-
uracil. 
4.8. S P E K T R 0 S K 0 P I E. 
4.8.1. I.R.-SPEKTRUM. 
Figuur 33 toont het IR-spektrum van komponent II, opgenomen 
in een KBr-lens. Het · produkt werd gezuiverd door omkristallisa-
tie. 
In vergelijking met het IR-spektrum vnn komponent I, vinden 
wc nu een dubbele carbonyl-piek bij 5,73 ~ (1745 cm-1) en 5,82 ~ 
(1725 cm-1). In het spektrum van uracil, opgenomen in dezelfde 
omstandigheden, vinden we gelijkaardige pieken bij 5 1 72 ~ en 
5,80 ~. De zwakke piek van de a-aminogroep rond 4,6 ~ is prak-
tisch onbestaande. 
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4.8.2. MASSASPEKTRUM. 
Het massaspektrum van komponent II werd opgenomen zonder het 
invoeren van substituanten, die de vluchtigheid zouden verhogen 
(fig. 34). Zoals in het massaspektrum van uridine (BIE~~NN en 
M.CCLOSI<EY, 1962), vinden we een zeer intense piek met de massa 
van uracil ·(112). De piek met m/e = 126 kan toegewezen worden 
aan een brokstuk, ,.,aar de uracilkern nog P.ên c-atoom van de zij-
keten overhoudt. 
4. 8 • 3 • N.H. R. -SPEKTRm.~. 
Het kernmagnetisch resonantie spGktrum van ko~ponent II werd 
opgenomen in D/.0, wegens onvoldoende oplosbaarheid in andere sol-
venten. Hierdoor komen de OH- en ~m- of rm2-groepen niet voor in 
het spektrum, de protonen van deze groepen worden uitgewissend 
voor deuterium. Figuur 35 toont het NMR-spektrum van komponent II 
bij kamertemperatuur opgenomen bij 100 MHz. 
In de molekule van komponent II · (Plz. 133) zijn er 5 pro-
tonen niet uitwisselbaar met deuterium, alleen voor deze pro-
tonen kan men resonantie-pieken ve.n'.7achtcn in het spektrum. 
Naast de grote piek van H2o bij s.o ppm, vinden '"e bij 7, 81 
en 6 1 16 ppm even hoge dubbele pieken ~ ze worden veroorzaakt 
door het proton op C-6 (7,81) en het proton op e-s (6,16) van 
de uracilring. Het ontdubbelP-n van de pieken is een "spin-spin 
coupling" veroorzaakt door de aan~rezigheid van êên proton op 
het naburig c-atoom. De oppervlakte van de doublet piek bij 
4,70 ppm is tweemaal zo groot als het oppervlak van de vorige 
pieken, hij kan toegeschreven worden aan de twee protonen 
op het a-c-atoom van de alanine-zijketen ; de ontdubbeling 
wordt vercorzaakt door het ene proton op het a-C-atoom van de 
alanine-keten. De triplet piek bij ·4 1 33 ppm heeft terug 
een kleinerGop~vlakte en is toe te schrijven aan het proton 
op het a-C-atoom van de alanine-zijketen ~ de aanwezigheid van 
tttme protonen op het naburige c-atoom veroorzaakt t\11ee ontdubbe-
lingen, dit geeft aanleiding tot vier gelijke pieken waarvan de 
twee middensta samenvallen en een grotere piek geven. 
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Fig. 33 : .I.R.-spektrum van ·komponent II in KBr. 
Fig, 34 Hassa-spektrun van ko::1ponent II. 
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Het N.M.R.-spe~trum van komponent II geeft dus een volle-
dige bevestiging van de voorgestelde struktuur. 
4.9. B E S L U I T • • DE STRUKTUUR VAN 
K 0 M P 0 N E N T I I. 
De heterocyklische kern van komponent II kan geisoleerd 
worden door bromatle gevolgd door hydrolyse in sterke zuren, en 
na pyrolytische splitsing. Door rechtstreekse chromatografische 
vergelijking en door de uv-spektra bij verschillende pH-waarden 
kan de kern geidentificeerd worden als uracil. 
De aanwezigheid van een substituant op N-3 werd aangetoond 
door de uv-spektra bij verschillende pH-waarden. De afwezigheid 
van een substituent op e-s werd aangetoond door hydroxymethylatie. 
De af"t~Jezigheid van een substituant op c-6 werd aangetoond door 
het resultaat van de pyrolyse en door de r esultaten van de hydro-
lyse in sterk zuur van de gebromeerde komponent. De aanwezigheid 
van alleenstaande protonen op e-s en c-6 van de uracilring werd 
ook aangetoond door het m~R-spektrum. 
De aard van de substituant op N-3 kunnen wij afleiden uit 
de elementair analyse, het a-aminozuurkarakter, het resultaat 
van de titraties en het vrijstellen van alanine door pyrolyse. 
Het molekulair gewicht afgeleid uit de titraties (M.G. = 
212 1 5), is in overeenstemming met het theoretisch molekulair 
ge".Jicht van 3-alanyl-uracil monohydraat (~1.G. = 217 ,2). De vor-
ming van een kristallijn monohydraat wordt ook aangegeven voor 
1-alanyl-uracil (G~LIN, 1959) en voor 5-alanyl-uracil :en 6-ala-
nyl-uracil (SPRINGER en medewerkers, 1965}. 
De resultaten van het I.R.-spektrum, het massaspektrum en 
vooral van het ~~fR-spektrum, kunnen eveneens volledig verklaard 
't•TOrden door onderstaande struktuur van komponent II : 
- 133 -
0 0 
11 
_ /c'-...._ ~H~ 
0 CH N 
,L; · I 
o~N 
Komponent II 
I 
H 
H 
H 
De Molaire extinkt1~koëfficiënt van komponent II (Ernax = 
7.200) is in overeenstemming met uracil (Emax = · 8.200), 3-me-
thyluracil (E = 7,300) 1 1-methyluracil (E x= 9.750) en max · ma 
1-alanyluracil (Emax = 8.800). 
De fotolyse van komponent II door UV-licht (À = 254 nm) werd 
bestudeerd door VAN PARIJS (1965). Kamponent II blijkt minder 
gevoelig voor UV-licht dan k~mponent IV (1-alanyl-uracil). Een-
zelfde verschil in gevoeligheid voor UV-licht vinden wij tussen 
3-methyluracil en 1-methyluracil. 
SIIVACHKIN en J.-~ZAROVA (1964) onde:r;:-namcn de synthese van 
1-alanyl-uracil (willardi!ne) door kondensatie van albiziïne 
( e-ureido-alanine) en malenaldehyde-ester. Van de t\lree ver -
wachte isomere vormen werd alleen het 1-alanyl-uracil 
(willardi!nc) gevormd : de andere vorm, 3-alanyl-uracil, 
noemden deze auteurs iso-willardi!ne. In navolging van deze 
auteurs noe..men \•Tij komponent II iso-~·lillardiine. 
In een recent artikel beschrijven BRm~m en MANGF~T (1969) 
het vcrder onderzoek naar de struktuur van het vermeende 
5-peptidyl-uracil. Na verder zuiveren van het materiaal, en on-
derzoek van de verschillende spektra, komen deze onderzoekers 
tot het besluit drit de vroeger voorgestelde struktuur (BRO~JN 
en SILVER, 1966) foutief is. Het produkt blijkt identiek te 
zijn met onze komponent II. 
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De essent1äle gegevens over de struktuurbepaling van 
komponent II, werden reeds gepubliceerd in een voorlopige mede-
deling (~MBEIN en VAN PARIJS, 1968). 
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5. I D E N T I F I K A T I E VAN KOM PO-
==-==·-------=--=-===-=-========--=-
NE NT IV. V E R G E L I J K I N G MET 
--·===·-··=· ===·======·~================== 
5 Y N T H E T I 5 C H W I L L A R D I I N E 
=-=·==••••=-=====•==========•===•==~:=•===•====•= 
(1-ALANYLURACIL). 
======•••=•=•c=••============c== 
5.1. I N L E I D I N G. 
Komponent IV komt voor in erwtenkiemen in koncentraties 
die ongeveer 50 maal kleiner zijn dan deze van komponent II 
(iso-willardi!ne). De isolatie van komponent IV vereist zeer 
veel uitgangsmateriaal. 
VAN PARIJS (1965) isoleerde kleine hoeveelhedèn IV door 
papierchromatografie. Het uv-spektrum van het gezuiverde pro-
dukt vertoonde grote gelijkenis met l~ethyluracil. Door spek-
trofotometrische titraties werden twee pK-waarden gevonden : 
pK = a,o voor de protonatie van de a-aminogroep 1 pK = 10,2 
voor de enolisatie van de ring. 
Ondertussen was ons de gelijkenis opgevallen van de ~spek­
tra van IV met de spektra van willardiine (1-alanyl-uracil) be-
schreven door GMELIN (1959). Het artikel van GMELIN beschreef 
echter niet de experimenten die wij met kleine .hoeveelheden ma-
teriaal badden kunnen uitvoeren (spektrofotometrische titratie, 
Rf-waarden~ fotolyse door UV-licht, behandelingen met sterke 
zuren enz.).. Uit de literatuur bleek dat willardilne door drie 
laboratoria chemisch werd gesynthetiseerd ; KJAER en medewerkers 
(1961) 1 DEWAR en SHAl~ (1962) en SHVACHKIN en AZAROVA (1964). 
Op ons verzoek stuurde Dr. G. SHAW van de universiteit te 
Bradford (Engeland), ons enkele mg synthetisch 1-alanyluracil. 
De vergelijkende experimenten ~elke wij uitvoerden met dit syn-
thetisch produkt en komponent IV worden hieronder beschreven. 
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5.2. S P E K T· R 0 F 0 T 0 M E T R I S C H E V E R -
G E L I J K I N G. 
Het UV-spektrum van synthetisch willa~ditne werd opgenomen 
bij stijgende pH-waarden (fig. 36). De plaatsen van ~max en . 
~~in en de snijpunten der verschille~de spektra (isosbestische 
punten) komen volledig overeen met kanponent IV. De grafisch 
afgeleide spektrofotometrische pK-waarderi komen overeen met de 
waarden, die vroeger bepaald werden voor komponent IV (8,0 en 10,2). 
5~3. C H R 0 M A T 0 G R A F I S C H E V E R G E -
L I J K I N G • 
. Komponent IV werd vergeleken met synthetisch 1-alanyl-ura-
cil door kc-chromatografie in 8 verschillende solventsystemen. 
De aa~gegeven Rf-waarden gelden zowel voor IV als v.oor 1-alanyl-
uracila 
a) isopropanol:H2o (70a30 v/v) (in NH3•atmosfeer : 
d a 0 1 88 per liter tank-inhoud) 
b) ethanol:H2o (80s20 v/v) 
c) butanol:azijnzuur:H2o (60:15:25 v/v/v) 
d) butanol:pyridine:H2o (60:60:60 v/v/v) 
e) fenol:H20:NH40H (80:20:0,5 g/v/v) 
f) 1sopropanolsH20:HCl (d s 1,19) (170;39:4~ y/v/v) 
g) ethanol:H20zNH3 (d : 0 1 88) (90:5z5 v/v/v) 
h) fenol:H2o (00:20 g/v) 
0 1 35 .ml NH40H 
Rf : 40 
Rf . : 1~ 
Rf : 15 · 
Rf . I 17 
Rf : 60· 
Rf : 20 
Rf : 7 
Rf i 55 
Na drogen werden de chromatografiestroken bekeken onder ~en 
UV-lamp en de uv-absorberende vlekken gelokaliseerd. Daarna wer-
den ze bespoten met 0,2 % ninhydrine in ethanol. De uv-absorbe-
rende vlek viel telkens samen met de ninhydrine-vlek. Op elk chro-
matogram vertoonden IV en 1-alanyluracil dezelfde kleurschakering. 
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Fig. 36 · .: uv-spektra van komponent IV (willardiine) bij 
versehitlende pH : . 
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5.4.__ E L E K T R·O F 0 R. E T I S C H E 
L I J K I N G. 
VERGE-
Papierelektroforese werd uitgevoerd bij pH 1 1 9 met als bu~­
fer : mierenzuur 33 ml, azijnzuur 140 ml, water 1819 ml. Kompo-
nent IV en 1-alanyl-uracil vertoonden beide een mobiliteit van 
2 cm per uur voor een spanning van 20 V/~. Voor elektroforese 
bij pH 7 werd een o,o2 ·M fosfaatbuffer aangewend. De mobiliteit 
van beide produkten was terug dezelfde en was gelijk aan de mo-
biliteit van uracil, dat bij pH 7 ongeladen is. 
5,5. F 0 T 0 C H E M I S C H G E D R A G. 
Onder invloed .van UV-licht ondergaan uracil en zijn deri-
vaten hydratatie of dimerisatie (MC LAREN en SHUGAR, 1964). De 
snelheid van deze fotochemische reaktie wordt sterk heinvloed 
door substituanten op de uracilring. 
0 0 
H HN 
HNH~ ~ 
OH 
0 
0 
N 
I CH3 
H 
In ammoniakaal midden, worden de fotoprodukten van N-1 ge-
substitueerde uracilderivaten terug gedehydrateerd, waarbij het 
oorspronkelijk produkt kwantitatiefterug gevormd wordt (FIKUS en 
SHUGAR, 1966). De snelheid waarmee het fotohydraat gedehydrateerd 
wordt in ammoniakaal midden, wordt heinvloed door de substituant 
op N-1. 
Wij hebben komponent IV en 1-alanyl-uracil in dezelfde voor-
waarden bestraald met uv-licht (X • 253,7 nm). Pe daling van e:max 
in furiktie van de bestralingstijd wordt weergegeven in figuur 
38_a. Na 2.uur bestralen hebben wij beide fotoprodukten in ammo-
niakaal milieu gebracht door toevoeging van 2,5 % ammoniak (d : 
o,OO). De rekuperatie van het uv-spektrum in funktie van de tijd 
R.F.l. fl'. Gent 
Blblioti'\Q~~ 
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Fig. 37 : Rekuperatie 
van het uv-spektrum van 
komponent IV in NH 40H na bestraling met uv. 
O' = spektrum van de neu-
trale oplossing v66r toe-
voegen yan NH40H 
11' = spektrum opgenomen 
11 miri na. toevoegen van 
2 % ammoniak d = 0 1 88 
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·Fig. 38a : Daling van ·E bij À na verschillende 
bestralingstijden, vergelijkiW~xtussen IV en willardi-
ine. · · . 
Fig. 38b : Rekuperatie van de extinktie in ammonium 
hydroxide-midden. De E-waarden zijn uitgedrukt in % 
van de 0orspronkelijke extinktie. 
. I 
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wordt weergegeven in fig. ?. 7, de stijging van ·de· absorptie bij 
Àmax wordt weer~egéven in fig. 38b. , Al~ wij de verdunningsfaktor 
en de extinktiekoëfficiënt in alkalisch milieu in rekening bren-
gen, vinden wij na 1 uur een rekuperatie van 109 % voor kompo-
nent IV en van 95 % voor 1-alanyl-uracil. De rekuperatiesnelbeid 
van 1-methyl-uracil in dezelfde omstandigheden, is van een gans 
andere grootte-orde, het terug ve~schijnen van het absorptie-
spektrum gebeurt nagenoeg ogenblikkelijk. 
Tijdens het exp~riment vonden wij toevallig een sterke rem-
ming van de fotolyse door sporen ethanol. De g~ringe verschillen 
in de fotolyse van IV· en 1-alanyl-uracil kunnen wij toeschrijven 
aan onzuiverheden. 
-Dit experiment wijst op dezelfde heterocyklische ring in 
beide produkten, en op een zeer analoge substituant op N-1. 
5.6. B E S L U I T. 
De identiteit van komponent IV met synthetisch willardiine 
· (1-alanyl-uracil) wordt door de beschreyen experimenten aangetoond. 
Willardiine werd het eerst aangetoond in droge zaden van Acacia 
willard~~~t~~~~' 1959). Het werd later gevonden in droge za• 
den van een drietal andere Acacia-soorten (SENEVIRATNE en FOW-
DEN, 1968) 7 zijn aanwezigheid · in andere plantensoorten werd nog 
niet vermeld. 
0 
H 
H 
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6. K W A N T I T A T I E V E B E P A L I N G E N 
·===········--····================·============ 
V. A N K 0 M P 0 N E N T E N I EN II. 
·==·=·······=·=···=========================== 
6.1. I N L E I D I N G. 
De niet-proteine aminozuren, welke soms in grote koncen-
traties voorkamen in rijpe, droge zaden, vooral van · Legumino~ 
sae verminderen dikwijls in koncentratie tijdens de kieming. 
Deze aminozuren wordeosoms aanzien als een stikstof reserve. 
Andere aminozuren komen niet voor in de droge zaden, maar wor-
den gevormd tijdens de kieming. Zo kan homoserïne niet aange-
toond worde.n in droge zaden van Pisurn sativum L., terwijl ge-
durende het ganse leven van de plant homoserine metabolisch 
het meest aktieve aminozuur is (zie ook sektie 1.2.5.). 
Om een eerste inzicht te krijgen in de mogelijke rol van 
de hoger beschreven produkten, hebben wij de koncentraties van 
komponent I en II nagegaan tijdens de kieming van Pisurn sativurn L. 
Wij hebben een kieming bestudeerd in het donker, en een kieming 
bij konstante belichting. De bepaling werd afzonderlijk uitge-
voerd op de zaadlobben, de wortels, de stengelbasis (het epico-
tyl) en de stengeltop of plurnula. 
6.2. B E P A L I N G S M E T H 0 D E. 
De kieming van Pisurn sativwn L, zaden gebeu~de in een ge-
thermostatiseerd lokaal bij l5°C. Na v66rweken. in lopend lei-
dingawater werden de . zaden te kiemen gelegd op filterpapier en 
. . 
vochtig gehouden met gedestilleerd water. De duur van de kieming 
werd gerekend· vanaf het g~Imbibeerd zaad, na 24 uur weken. 
Voor de isolatie werden een aantal kiemplanten uitgeprepa-
reerd waarbij de zaadlobben, de· wortels, . het epicotyl en de 
plurnula afgezonderd werden met een scalpel. oe ·Rlantendelen wer-
den onmiddellijk ingevroren met vast koolzuur ' en bewaard bij 
-l5°C. 
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Op een afzonderl~jk monster werd Uikens het droge stof 
gehalte bepaald. De extraktie gebeurde met 5 % trichloorazijn-
zu~r (eindkoncentratie) 1 het weefsel werd gehomogeniseerd in · 
een glazen homogenisator, de suspen~ie werd gedurende vijf uur 
bij 2 tot 4°C geplaatst en het neerslag afgecentrifugeerd. Uit 
de bovenstaande vloeistof werd het trichloorazijnzuur verwij-
derd door herhaalde extraktie met ether. Deze ether-extraktie 
werd herhaald tot een pH van 4,5 .tcit 5 bereikt werd. 
De k~ncentratie van h~t extrakt werd bepaald door de extink-
tie bij ~ .= 265 nm te bepalen. Na eventueel koncentreren van 
. de oplossing in een roterende vakuum evaporator, werd een aku-
rate hoeveelheid op Whatma~ 3MM papier aa~gebracht in een streep. 
De chromatografische sche~ding gebeurde met ethanol:wa~er (B0:2o)~ 
. . 
De chromatogrammen werden g~durende 24 ~ur in kontakt ge-
laten met het solvent, daarna werden ze gedroogd. De ligging 
van de uv-absorberende produkten werd bepaald onder een UV-lamp. 
Komponenten I en II worden op die manier zeer goed ges~heiden 
en zijn reeds voldoe~de zuiver voor rep~oduceerbare kwantita-
tieve bepalingen. Komponent III en IV komen samen voor in êên 
enkele band, ze kunnen gescheiden worden qoor opnieuw chromato-
grafi~ uit te voe~en met butanol:azijnzuur:water (60:15:25) als 
solvent.· 
Na · elutie van de uv-absorberende bande·n, werd het volume 
van de elutie en 'de extinktie bij het absorptiemaximum bepaald. · 
Rekening houdend met het malekulair gewicht en .de molaire ex-
tinktieko~fficiënt van de komponenten I en II~ werd de koncen-
tratie· berekend in het plantenweefsel. De koncentraties werden 
berekend in gewichtsprocenten van de droge stof • . · 
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6.3. R E S U L T A T E N. 
6.3.1. DONKERKIEMING. 
In extrakten van droge erwten kunnen wij de onderzochte 
produkten niet aantonen. Ook na ~ibitie van de zaden e~ uit-
prepareren van de embryo's, vinden wij na papierchromatogra-
fisch onderzoek evenmin dez·e komponenten terug. 
Na drie dagen kieming in het denke~ vinden wij vooral in 
de stengelbasis en de wort.els reeds hoge koncentraties van kom-
ponent I - (~ 0 1 5% van de droge s~of) en komponent II (~ 0 1 1% 
van de droge stof). De koncentratie van I in de wortel en in 
het epicotyl, bereikt een maximum na 10 dagen kieming <~ 1 %, 
zie fig. 39). In de plumula wordt een sterk uitgespro~en maxi-
mum bereikt na B dagen kiemen. Na 15 dagen kieming wordt er een 
snelle koncentratie-daling waargenomen in de groeiende delen 
van de plant. In de ~aadlobben blijft de koncentratie laag en 
vertoont weinig uitge~proken fluktuaties. 
De koncentratieveranderingen van komponent II zijn in de 
verschillende groeiende delen van de plant, minder uniform. In . 
de plumula wordt terug een maximum bereikt na 0 kiemdagen (0 1 15 % 
van de droge stof), terwijl op dit tijdstip in de wortel en het 
epicotyl een minimum gevonden wordt (fig. 40). De koncentratie-
daling van II i's na 15 kiemda9en terug sterk ui,tgesproken in de 
groeiende delen. In de zaadlobben vinden wij voor II een kon-
. . . 
stante koncentratie. De kieming van de erwtenplantjes in ·het . 
donker hebben wij na 15 dagen moeten stopzetten wegens de over-
. . 
woekering van schimmels die het afstervende weefsel van de .zaad-
lobben aantasten. 
6.3.2. KIEMING ONDER KONSTANTE BELICHTING. 
Onder konstante belichting is de stijging · van de koncentra-
tie van I nog snellér dan in het donker. Het maximum wördt nu 
ongeveer 2. dagen vroeger bereikt in de plumula (fig. 4l) • . In het 
epiêotyllid wordt een bijna dubbele koncen~ratie· bereikt, en pit 
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·ongeveer op de helft van de tijd in vergelijking met de kieming 
zonder licht. In de wortel vinden wij een weinig uitgesproken 
maximum rond hetzelfde tijdstip (na 5 dagen), een tweede maxi-
mum treedt op op hetzelfde tijdstip als bij de kieming in het 
donker. Ook in de zaadlobben wordt het weinig uitgesproken maxi-
mum veel vroeger bereikt. 
De bepalingen van II werden nu bernoeilijkt door het optre-
.den van andere uv-absorberende produkten die de chromatografische 
scheidingen storen. De uv-spektra v~n deze nieuw gevormde pro-
dukten komen niet···ove.r.een met de spektra van het 5-alanyl-uracil- _ 
derivaat besahreven door BRO~m en SILVER (1966). 
In figuur 42 vermelden wij alleen de resultaten uit de pe-
riodes waarin de chromatografische sch~~ing geen zichtbare kon-
tarnin~tie vertoont. Alleen in de plumula cn~et_ epicotyl hebben 
wij de koncentratieveranderingen van II met voldoende nauwkeurig- · 
heid kunnen bepalen. De koncentratieveranderingen in het epico-
tyl vertonen geen zeer grote verschillen met die van de do~kere 
kieming ; de veranderingen gebeuren nu echter ongeveer 2 dagen 
eerder en zijn meer uitgesproken. De hoeveelheÇen uit de plurou-
la vertonen ·.nu eveneens een minimum .op hetzelfde tijdstip als in 
het epicotyl ; ·bij de donkere kieming vertoonde de plumula op 
dit tijdstip een maximale koncentratie aan komponent II. 
6.3.3. KWANTITATIEVE BEPALINGEN UITGEVOERD OP DELEN 
VAN VOLWASSEN PLANTEN. 
Een aantal erwtenplanten hebben wij laten opgroeien in het 
laboratorium onder normaal daglicht, tot ze vruchten droegen; 
Wij hebben in de verschillende delen van de planten de kompo-
nenten I en II opgezocht volgens de hoger beschreven methode 
(sektie 6.2.). Van de gevonden produkten werden QV-spektra op-
genomen met een automatische spektrofotorneter (Cary). 
In de volgroeide bladeren van deze planten vonden wij 
kleine hoeveelheden II en zeer kleine hoeveelheden ·I. 
..... _ 
I· 
. -· 
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In de stengels vonden wij zeer kleine hoeveelheden II, ter-
wijl I niet aan te tonen was. 
In de peulen vonden wij noch I noch II op de papierchroma-
togrammen. Wij vonden wel het door VAN PARIJS (1965) beschreven 
produkt C3. 
In de wortels vinden wij na papierchromatografie van de 
extrakten nauwel~jks en~ge uv-absorptie. De hoeveelheden produkt 
waren te laag om ze spektrafotometrisch té i dentificeren. 
In de nietvolgroeide zaden vinden wij a~leen de genoemde 
C3-komponent. In de bijna rijpe zaden vinden wij ook 2 nieuwe 
UV-banden. Een dezer banden wordt misschien gevormd door kompo-
nent II, doch hot produkt was te onzuiver om het uv-spektrum te 
kunnen identificeren. Romponent I werd: .niet gevonden. 
6.3.4. VERGELIJKING l~T TWEE ANDERE PISUM SATIVUM 
VARIETEITEN. 
De variäteiten· Rondo, Eminent en Express van Pisurn sativum 
L. hebben wij in dezelfde voorwaarden lat~n . kiernen gedurende een-
zelfde tijd (6kierndagen). Daarna hebben wij de verschillende 
delen van die kiemplanten afgezonderd en de komponenten I en II 
kwantitatief bepaald. Dè resultaten yan deze bepalingen worden 
weergegeven in tabel 7. Er komen geen zeer grote verschillen aan 
het licht voor de onderzochte variët~iten. De koncentraties van 
komponent I vertonen groter~ afwijkingen dan de koncentraties 
van komponent II. Beide andere variëteiten, Eminent en Express, 
bevatten nog grotere koncentraties van komponent I dan de door 
ons gebruikte variëteit : tot 3,2 % van de droge stof in het 
epicotyl van Eminent • 
- lSO -
Tabel 7 : Koncentraties aan komponent I en II, uitgedrukt in 
Variëteit 
Rondo 
Eminent 
Express 
.. % van de droge stof 1 na 6 dagen donker kiemen van · drie 
va-r--iäteitèh Pisurn sativurn L. 1 in verschillende delen 
van de kiemplant. 
Komponent Plurnula Epicotyl Zaadlobben Wortel 
I 1,2 1,0 0,03 o,3 
II 0,12 0,13 0,02 o,o8 
I 2,37 3,2 o,11 0,71 
II o,l6 6,1 o,oos 0,06 
I 2,29 1,58 0,048 0,7 
II o,l o,o8 o,o3 o,o7 
6.4. B E S L U I T. 
De onderzochte komponenten vertonen kwantitatieve fluktu-
aties die niet te vergelijken zijn met deze van de meeste an-
dere .niet-proteine aminozuren. Deze laatste immers komen dik-
wijls in grote koncentraties voor in de droge zaden en deze 
koncentraties dalen snel gedurende de zaadkieming (zie sektie 
1.2.5.). 
De waargenomen evolutie kan eerder vergeleken worden met 
het gedrag van homoserine in Pisurn sativum. Dit aminozuur is 
niet aanwezig in het droge zaad. Het wordt gevormd gedurende de 
eers.te dagen van de kieming en het wordt, metabolisch gezien, 
het meest aktieve aminozuur. De koncentratie van homoserine 
blijft hoog in de plant en in het zaad.tot bij de rijping. Al-
leen in het rijpend zaad verdwijnt hp~ volledig. 
· Alhoewel de rol van homoserine in het intermediair metabo-
lisme goed gekend is (sektie 1.2.5.), wordt er geen voldoende 
verklaring gegeven voor de hoge koncentraties in Pisurn soorten. · 
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Het gedrag van komponent I en II is echter · niet volledig 
analoog met homoserine. Na het kiemstadium (= 10 dagen) is er 
een snelle daling van hun koncentraties. In de volwassen plant 
zijn ze slechts in bepaalde delen nauwelijks aan te tonen. Wij 
veronderstellen dan ook dat de metabolische aktiviteit van de 
komponenten I en II vooral tijdens de kieming belangrijk is 
voor de plant. De ware rol blijft echter voorlopig in het duis-
ter. 
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7, SAMENVAT T ~ N G EN BE S LU I T, 
=======================~=================== 
Het voorgelegd werk handelt over de struktuurbepaling 
van drie heterocyklische niet-proteine aminozuren, die uit 
Pisurn sativum L,-kiernplanten werden geisoleerd en gezuiverd, 
In hoofdstuk 1, wordt vooraf een overzicht gegeven van 
de voorkomende niet-protetne aminozuren en van hun belangrijk-
ste metabolische aspekten. Alanyl-uracilverbindingen en enkele 
andere uracilderivaten worden meer in detail behandeld, 
De gevonden produkten werden gelsoleerd en gezuiverd door 
diverse chromatografische methoden, De principes van de ge-
bruikte methoden en de bereikte rasuitaten worden bondig sa-
mengevat in hoofdstuk 2. Twee van· de drie onderzochte produk-
ten werden kristallijn verkregen. 
Bij de struktuurbepaling werd ruim gebruik gemaakt van 
uv-spektrofotometrisch onderzoek. Als vergelijkingsmateriaal 
konden wij hierbij ~eschikken over een hele reeks natuurlijke 
en synthetische derivaten van nuklelnezuurkomponenten en over 
synthetische isoxazolinon-derivaten. De pK-waarden van de be-
langrijkste dissociërende groepen konden bepaald en vergeleken 
t'lorden, 
Het aan\11enden van een semi-automatische "C-H-N-analyser" 
is van groot nut geweest. Het resultaat van de alementair ana-
lyse bezorgde ons een belangrijk argument voor de isomerie van 
komponen~ II en rv, het gaf ons ook een betrouwbare inlichting 
over de heterocyklische ring van komponent I. 
Uit po~entiom~trische titraties kon niet alleen de aanwe-
zigheid afgeleid worden van dissocieerbare groepen met over-
eenkomstige pK-waarden, maar ook het molekulair gewicht van de 
produkten, 
Belangrijke gegevens werden ook afgeleid uit de resultaten 
van een aantal chemische behandelingen van de produkten, zoals 
het verhitten in sterke zuren, brarnatie, substitutie-raakties 
of pyrolyse experimenten, Een reeks chemische proeven, uitge-
, 
voerd met ninhydrine, o~cinol, periodaat, formaldehyde, enz. 
be.zorgden ons belangrijk, aanvullend feitenmateriaal, 
De identifikatie van afbraakprodukten van kdmponent I 
na hydrolyse in sterk zuur óf base en na fotolyse onder invloed 
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van UV-licht, waren belangrijke argumenten bij het verklaren 
l 
van de strw~tuur. Hetzelfde geldt voor de afbraakprodukten. van 
komponent II na pyrolyse. 
Tenslotte leverden de IR-spektra, de massa-spektra en voor-
al de Jl.lNR-spektra overtuigende argumenten voor de volledige struk-
tuurbe,~ij zen. 
De struktuur van de 3 gelsoleerde verbindingen duidt op een 
nauwe verwantschap, alhoewel ze uiteenlopende chemische eigen-
schappen vertonen. De struktuur van de komponenten I, II en IV 
wordt behandeld, respektievelij~ in de hoofdstukken 3 1 4 en s. 
De komponenten II en IV zijn isomeren 1 komponent I vertoont in 
zijn struktuur zeer veel punten van overeenkomst met komponent IV, 
0 0 
H H 
HN 
0 
0 (
11 ~ H H 
I I 
CH2 CH 2 I ~ I + + CH-NH3 CH-NI-I 
I - I - 3 coo coo 
Komponent I !<omponent IV 
H 
H 
Komponent II 
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Met komponent II is de reeks van de vier mog~lijke alanyl-
uracil-verbindingen nu volledig (alanyl-groep op de plaatsen 
N-1, N-3, c-5 of C-6 van de urncil-ring). Deze produkten zouden 
een interessant studiemateriaal kunnen zijn voor zuiver chemisph 
of fysiologisch onderzoek, Tot nu toe werd alleen 6-alanyl-uracil 
aangewend voor fysiologisch onderzoek, wat tot merkwaardi~e resul-
taten leidde, 
Voor komponent I valt de grote gevoeligheid op voor UV-licht, 
Dit produkt is veruit het meest uv-gevoelige natuurprodukt, 
Mogelijk speelt dit produkt een rol bij fotobiologische processen, 
In een laatste hoofdstuk 6 bespreken wij het kwantitatief 
onderzoek van de bestudeerde produkten. Hierbij valt de zeer 
hoge koncentratie te noteren van komponent I, in bepaalde gevallen 
tot 3,2 % van de droge stof. De 3 produk~en worden alleen tijdens 
de kieming aangetroffen, wat doet veronderstellen dat deze stof-
fen vooral een rol zouden kunnen spelen in de ontwikkeling van het 
embryo tijdens de kieming. 
De hoge koncentraties waarin kompo~ent I voorkomt maken het 
geschikt voor hetchemisch onderzoek van de moeilijk toegankelijke 
·isoxazolinon-derivaten. 
Nu de struktuur van de produkten gekend is, kunnen wij onze 
aandacht gaan besteden aan de juiste fysiologische be.tekenis van 
de produkten. De treffende overeenkomst in de struktuur van 
komponent I en IV, laat reeds vermoeden dat er in het metabelisme 
van de enrtenkiem, een ver-vmntschap bestaat tussen de isoxazolincn-
ring en de uracil-ring. 
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P.~sumé de la thèse doctorale : 
DES NOTJVE.Z\UX ACIDRS 1\.MINES HETEROCYCLIQUES D~'\NS PISm-1 
SP. T IVDr1 L. 
Le travail prêsenté concerne l'établissernent de la structure 
de trois acides nrninP.s hétérocycliques, non protéiniques, isol~s 
et purifiés à partir de plantules de Pisurn sativum L. 
Le premier chapitre donne un aperçu des acides aminés non 
protéiniques et de leurs aspects mêtaboliques les plus importants, 
Les substances dans lesquelles un groupe alanyl est lié directe-
ment à l'uraci~ou à un autre corps hétérocyclique, et quelques 
autres dérivés d 'uracile, sent trai.tés de façon plus détaillée 
et approfondie. 
Le schéma d'isolernent et de purification fut fourni par une 
combinaison de diverses méthodes chromatographiques. Les prin-
cipes des rnéthodes ernployêes et les résultats obten~~ sont résu-
més dans le deuxième chapitre. nes trois substances exarninées, 
deux furent obtenues à l'état cristallin. 
Lors de l'établissement de la structure, nous avons large-
ment employé l'examen spectrophotarnétrique. Nous disposions 
de teute une gamme de dérivês naturels et synthétiquee des com-
posants d'acides nuclé iques, et de dérivés synthêtiques d'isoxa-
zolinone, comme matériel de compnraison. Les pK spectrophotcrné-
triques des groupes dissociant les plus importants furent déter-
rninés et comparés. 
L'ernploi d'un "C-H-N-analyser" sen.i-autornatique fut d'une 
grande utilité. Le résultat de !'analyse élérnentaire nous a 
fourni un bon argument pour l'isomérie des camposés II et IV 1 
il nous a êgalernent fourni une information de base, concernant 
la composition du noyau hétérocyclique du cornpcsé I. 
Les titraticns potcntiométriques nous ont non seulement 
permis de déduire la présence de groupes dissociables avec pK 
correspondant, rnais aussi de d6terminer les poids moléculairesi 
Des données importantes furent obtenues par quelques trai-
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tements chimiques des substances étudiées, tels que : le chauf-
fage dans des acides concentrés, la bromination, et d'autres 
rêactions de substitution, et des expériences de pyrolyse. Une 
s~rie d'expêriences chimiques, ex~cutêes à l'aide de ninhydrine, 
d'orèinol, de periodate,de formaldehyde et d'autres réactifs fu-
rent d'une aide appréciable dans la déterminaticn des structures. 
Aprês !'hydrolyse acidique ou basique, et après la photolyse 
par des radiations uv, du compost I, des produits de décompcsi-
tion furent iscl€.s, et identifiés. Cela nous donnait des argu-
rnents importants pour l'êtablissement de la structure de ce corn-
posé I. Ceci vaut également pour les produits de décomposition 
du composé II après la pyrolyse. 
Les spectres de masse, les spectres IR et surtout les spec-
tros ~~R,livrèrent les arguments décisifs pour la dêmonstration 
complète des structures. 
Bien qu'ayant des propriétés chimiques divergeantes, la 
structure des trois campcsés isolés démontre une nette ressemblan-
ce. La structure des composês I, II et IV est traitêe respecti-
vement dans les troisième, quatrième, et cinquièrne chapitres. 
Les composés II et IV sent des isomères ; le cornposê I possède 
dans sa structure une sirnilitude ~pparente avec le cornposé IV. 
0 
0\2 
~ 
CH2 I " + 
CH-rm3 I -C00 
Coi!lpost I 
H 
(2-alanyle-3-isoxazoline-5-one) 
0 
Cor!!posé II 
(1-alanyle-uracile, willardiine) 
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0 
H 
H 
Co~posê II 
(3-alanyle-uracile, iso-willardilne) 
Le composé II cloture la sêrie des 4 structures alanyl-
uracile possibles (avec le groupe alanyle en position 1, 3, s, 
ou 6 du noyau d'uracile), 
La grande sensibilitê du camposé I aux rayons UV est rernar-
quable. C'est de loin le produit naturel le plus sensible à 
1' irradiation UV. Il est probable que cette substance j.oue un 
rêle dans un processus phctobiolcgique, 
Dans le sixiême et dernier chapitre,nous abcrdons l'êtude 
quantitative des substances êtudiêes. Mous constatons la grande 
concentratien du composê I, allant, dans certains cas, jusqu'à 
3 1 2 % du poids sec, Les trois produits ne se retrouvent unique-
ment que pendant la pêriode de germination, ce qui fait croire 
que ces substances pourraient jouer un röle dans le dêv61oppement 
de l'embryon. 
Le cornposé I, qui est obtenu en grande quantitê à partir 
deo plantules, peut fournir la b3se pour la synthèse et peur 
l'êtude de la chimie de certains dêrivés d'isoxazolinone, qui, 
jusqu' ici, n 'ont pas été synthêtisês,· 
Avec la ccnnaissance que nous avons maintennnt de la struc-
ture de s différenmcomposés, nous pouvons entamer !' é tude de 
leurs métabolisme et de leur importance physiologique. La ressem-
blance frappante dans la structure des composês I et IV, fait en-
trevoir une relation entre le noya·u .isoxazolinone et l e noyau ura-
cile dans le m~tabolisme, 
F. Lambein, 
Laboratoire de Chimie Physiologique, 
Université de Gand, 
Gand, Belgique. 
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Summary of the doctoral thesis. 
NEW HETEROCYCLIC AMINO ACIDS FROM PISUM SATIVUM L. 
In this work the analysis of the structure of three hetero-
cyclic non-protein amino acids is described. These new amino 
acids are isolated and purified from pea seedlings. 
In the first chapter, a survey is given of natura! occuring 
non-protein amine acids, together with a discussion of some 
special roetabolie aspects. Alanyl derivatives of uracil, and 
some other interesting uracil derivatives are discussed in more 
detail. 
In the secend chapter, the methods of isolation and purifi-
cation are described ~ the principle of each method is given. 
Isolation and purification were achieved by combination of diffe-
rent chromatographic methods. Two products were obtained in pure 
crystalline form. 
uv-spectrophotometery was largely used for the characteriza-
tion of the compounds. A large nurnber of natural and synthetic 
nucleic acid compounds and some synthetic isoxazolinon derivati-
ves were at our disposal for comparison. The spectrophotom~tric 
pK-values of the principal dissociations were also compared. 
Important information was obtained by use of a semi-automa-
tic C-H-N-analyser. The exact elementary analysis was an argu-
ment for the isornerism of compounds II and IV, and for the pre-
senee of a heterocyclic ring in compound I. 
The molecular weight, and the presence of dissociating groups 
with comparable pK-values, were derived from the results of poten-
tiametrie titrations. 
The compounds were further characterized by a number of che-
mica! reactions, for example hydrolysis in concentratea acids, 
bromination, substitution reactions and pyrolysis. Information 
was also obtained after reaction of the compounds with ninhydrin, 
orcinol, periodate, formaldehyde, etc. • 
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After·destruction of compound I ~rith concentrated acid or 
base, or by UV-irradiation, the formed fragments were identi-
fied. This could also be done with some products of the pyro-
lysis of compound II. From these fragments, the complete 
structure of compound I and II could be clarified. 
Confirmatien of the structures was definitively obtained fram 
the IR-spectra, maas-spectra, and the t~R-spectra. 
The structure of the three isolated compounds, indicate 
a close relationship, however their chemica! characteristics 
are quite different. The structures of compounds I, II and IV 
are extensively discuseed respectively in the chapters 3, 4 
and 5. Compounds II and IV are isomers 1 compound I exhibita 
a striking similarity to compound IV. 
0 0 
H 
H 
4 
)231 ~N 
I CH . 
I 2 
CH-NH+ 
I 3 
coo 
Compound IV 
H 
Compound I 
(2-alanyl-3-isoxazolin-5-one) (1-alanyl-uracil) 
0 
H 
H 
CoMpound II 
(3-alnnyl-uracil) 
·, 
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Compound II completes the series of the alanyl-uracils 
(an alanyl-group substituted at the positions 1, 3, 5 and 6 
of the uracilring). These compounds should form an interesting 
material for pure chemica! or physiological research. For the 
moment, only 6-alanyl-uracil Nas used in physiological werk, 
from which rernarkable results were obtained. 
The most striking property is the very high sensitivity 
of compound I to t~J-irradiation. This compound is the most 
uv-sensitive natura! product : t h is rnay indicate that it plays 
a role in a photobiological mechanism. 
In chapter 6, a number of quantitative estimations are 
described, and the results are discussed. During germination 
of the seedling, the t hree campounds appear, in all organs of 
the seedling, during the early stage s of germination. Compound 
I is quantitatively the most important,- a maximum concentratien of 
3.2 % of the dry matter is found in the plumula. The compounds 
are present in large amounts, only during the first two weeks 
of germination : this indicates a possib le function in the de-
velopment of the embryo. 
Compound I .could be an interesting starting material for 
chemica! studies of some isoxazolinon derivatives which are dif-
ficult to synthesize. 
After elucidation of the structure of the compounds, which 
hns nottJ been concluded, our attention \O.rill be concentrated on 
the elucidation of their metabolisrn . The striking similarity 
between the structures of compounds I and IV, suggest a possib le 
relationship hetween the isoxazolinonring and the uracilring in 
the meta~olism of the pea seedling. 
F • J .• AJm EIN, 
Laberatory of Physiological Chemistry, 
State University of Ghent, 
Ghent, Belgium. 
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